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1. EL CÁNCER  
«Cáncer» es un término genérico utilizado para designar un amplio grupo de enfermedades que 
pueden afectar a cualquier parte del organismo. Una característica largamente conocida de esta 
patología es la multiplicación rápida de células anormales que van a formar una masa tumoral.  
El descubrimiento de los oncogenes y los genes supresores de tumores, supuso una 
revolución en la investigación sobre el cáncer1,2, indicándonos que estamos ante una enfermedad 
originada por cambios en el genoma.  Sin embargo, más recientemente, se está considerando el 
cáncer no sólo una enfermedad genética sino también, epigenética, que junto al  ambiente, juegan 
un papel esencial en la génesis de esta patología.  
El cáncer es una enfermedad clonal, que tiene su origen inicial en una célula (denominada 
en inglés cell-of-origin). La transformación de una célula normal en una tumoral es un proceso que 
requiere de varios eventos que llevan a la transformación de una lesión precancerosa en un tumor 
maligno. El resultado final de este proceso es una masa tumoral que presenta: proliferación 
sostenida en el tiempo, evasión de los supresores del crecimiento, resistencia a la muerte celular, 
inmortalidad replicativa, inducción de angiogénesis y activación de la invasión a otros tejidos o 
metástasis. Además, en los últimos años, dos características más se han añadido a esta lista: 
alteraciones en el metabolismo energético y evasión de la destrucción por el sistema inmune3,4. 
Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos realizados en los últimos años dirigidos a 
conocer la biología de las células tumorales, la supervivencia de los pacientes con cáncer no ha 
aumentado de manera notoria y, en la mayoría de los casos, la supervivencia se ha visto 
incrementada como consecuencia de la detección precoz de la enfermedad5 [Figura 1]. Y es que, 
uno de los obstáculos que ha impedido avanzar en la mejoría (y curación) de los pacientes, es el 
hecho de que el cáncer sigue considerándose como una alteración de la proliferación celular y no, 
de la diferenciación celular. Así, frecuentemente confundimos el cáncer con un tumor pues, ambos, 
presentan una característica común: la proliferación descontrolada de las células. Por ello, 
conviene distinguir muy bien el cáncer (un tumor maligno) de un tumor benigno [Tabla 1].  
  
   





Figura 1. Supervivencia relativa (5 años ó 10 años) en casos de cáncer diagnosticados en diferentes estadios: 
distante (metastásico), regional (cercano) ó  local (localizado) según el año de diagnóstico. Fuente SEER: Vigilancia, 
epidemiología y resultados finales.  
Adaptada de Etzioni, R. et al. The case for early detection. Nature reviews. Cancer 3, 243-252 (2003)5. 
 
En sentido genérico, un tumor es cualquier alteración de los tejidos que produce un  
aumento de volumen en ellos debido a un aumento en el número de células que lo componen. 
Pero, hay que tener en cuenta que un tumor puede tener carácter benigno o maligno. Así, un 
tumor benigno está formado por células bien diferenciadas que se parecen a las del tejido 
progenitor y que,  crecen lentamente con un ritmo mucho menos rápido que el tumor maligno, 
donde las células tumorales tienen afectada su diferenciación y pueden crecer de forma rápida y 
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infiltrativo, de manera que, a medida que crece, aplasta al tejido sano que lo rodea sin invadirlo, 
como sí hace el tumor maligno, que destruye y reemplaza el interior del tejido vecino. El tumor 
benigno no produce metástasis, es decir, no se reproduce en órganos o tejidos alejados del tumor 
primitivo, como sí ocurre en los tumores malignos. Las metástasis suelen producirse en ciertos 
órganos (pulmones, hígado…) por células que se desprenden de la masa tumoral original y 
alcanzan el nuevo órgano por vía sanguínea o linfática. En el caso de los tumores benignos, tras 
su extirpación, no suele haber recidivas a diferencia de los tumores malignos, donde, si no se 
elimina la masa tumoral, se producen recaídas. Los primeros no afectan al estado general del 
paciente, no producen desnutrición ni debilidad general y no  suelen comprometer la vida de la 
persona. Sin embargo, los tumores malignos provocan en el paciente lo que se denomina 
caquexia: el paciente adelgaza y presenta un estado anémico, provocando disfunciones orgánicas 
como consecuencia de la implantación de los tumores malignos en distintos órganos. 
Generalmente, los pacientes con tumores malignos mueren [Tabla 1] 
 
Tabla 1. Diferencias fundamentales entre tumores malignos y benignos.  
 
 
Como hemos dicho anteriormente, la supervivencia de pacientes con cáncer no ha 
disminuido de manera notoria en los últimos años: la mayor parte de tratamientos en el enfermo 
oncológico, tanto la quimioterapia clásica como los fármacos frente a dianas, están diseñados 
para frenar la proliferación descontrolada de las células neoplásicas que conforman el tumor. Esto 
conlleva graves efectos secundarios, ya que existen células que de manera normal tienen altas 
tasas de replicación y que se ven afectadas por el tratamiento de quimioterapia. Además, tras un 
período de remisión, la mayoría de enfermos suelen recaer, por lo que debe existir un pool celular 
o fuente, responsable de la regeneración de la masa tumoral6.  
     Característica     Tumor benigno   Tumor maligno 
Diferenciación No afectada Afectada 
Tasa de crecimiento Lenta Lenta o rápida 
Tipo de crecimiento Expansivo, encapsulado, no infiltrativo. 
Aplasta y rodea el tejido sano 
Infiltrativo. Destruye y reemplaza 
Metástasis No Sí 
Recidivas locales tras 
extirpación 
Poco frecuentes Poco frecuentes si se elimina la masa tumoral 
Efecto general en la salud No afecta, salvo en el SNC Producen caquexia: anemia, debilidad, astenia, 
anorexia y disfunciones orgánicas 
Muerte No Generalmente los pacientes mueren 
  
   




2. EL CONCEPTO DE CÉLULA MADRE CANCERÍGENA (CSC) 
En este contexto, surge la teoría de las células madre cancerígenas (CSC)7,8. Las células madre 
se definen como células capaces de perpetuarse a través de su autorenovación y generar células 
maduras en un tejido particular a través de un proceso de diferenciación. 
El término de CSC se remonta al siglo XIX: Johannes Muller y discípulos fundaron el 
campo de la patología y Rudolf Virchow hipotetizó que las células tumorales procedían de células 
normales9. Julius Cohnheim, propuso que los tumores derivaban de restos celulares embrionarios 
y no de tejidos adultos normales10. En 1937, Furth y Kahn publicaron que una única célula de la 
masa tumoral en ratones era capaz de generar un nuevo tumor en otro ratón11. Fue en los años 60, 
cuando Pierce y colaboradores sugirieron que sería una célula más pluripotente e indiferenciada la 
que generaría el cáncer mediante el uso de células embrionarias de teratocarcinomas12.  El 
término de CSC fue acuñado hace más de 40 años para explicar que tan sólo una fracción 
pequeña de células en el mieloma múltiple eran capaces de generar nuevas colonias en cultivo, 
las denominadas “células madre del mieloma”13-15.  
Más adelante, en la década de los 90, gracias a la investigación en células madre 
hematopoyéticas, el transplante de médula ósea y el desarrollo de nuevas tecnologías, como la 
citometría de flujo, se retomó el concepto de CSC. Así, se identificó por primera vez la CSC en la 
leucemia mieloide aguda16. En 1997 Bonnet y colaboradores demostraron su existencia de forma 
experimental en ratones y las denominaron SL-IC, de SCID leukemia-initiating cell por ser las 
células iniciadoras de leucemia mieloide aguda en ratones NOD/SCID17.   
Posteriormente, el término de CSC fue trasladado también a tumores sólidos tras la 
identificación de supuestas CSC en el cáncer de mama18 y, seguidamente, en cáncer cerebral19 y 
cáncer de colon20-22. Más aún, se ha propuesto que existen CSC metastásicas, capaces de 
colonizar otros órganos23.  
Las CSC son células cancerosas que poseen características similares a las células madre 
normales, como son la autorrenovación y la habilidad para generar todos los tipos celulares que se 
encuentran en una masa tumoral diferenciada. La autorrenovación consiste en la capacidad que 
tienen estas células para dividirse de forma que una o ambas células hijas permanecen 
indiferenciadas y mantienen la habilidad de dar lugar a nuevas células madre con la misma 
capacidad de proliferación que la célula parental. Por otro lado, las células madre son capaces de 
diferenciarse, de tal manera que pueden reconstituir todos los elementos funcionales de un tejido. 
 
Dado que las células madre normales y las CSC comparten la habilidad de la 
autorrenovación, parece obvio que los mecanismos que regulan la renovación en células madre 
normales y los de oncogénesis en células cancerígenas sean muy similares. Es el caso de las vías 
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de Wnt24,25, Shh26,27  y Notch28,29 que contribuyen a la autorrenovación de células madre y 
progenitores en varios tejidos, como el nervioso y las células hematopoyéticas. Sin embargo, en el 
cáncer, cuando estas vías se encuentran desreguladas contribuyen a la oncogénesis. Es el caso 
las leucemias T y la vía de Notch30, el carcinoma de colon31 y los tumores epidérmicos se 
encuentran asociados con la desregulación de la vía de Wnt32 y la señalización aberrante de la vía 
de Shh se ha relacionado con el meduloblastoma33  y el carcinoma de células basales34.  
La teoría de las CSC propone que el cáncer posee una organización similar a un tejido. 
Presenta una estructura jerárquica, de manera que no todas las células que forman la masa 
tumoral son igual de competentes para regenerar el tumor y el fenotipo de las células tumorales 
está genéticamente programado por el oncogén presente en la célula madre tumoral6. Del mismo 
modo que las células madre normales originan los distintos tipos celulares tras el tratamiento de 
quimioterapia, las CSC vuelven a regenerar la masa celular que conforma el tumor.  
2.1. Implicaciones y perspectivas de la teoría de las CSC 
La teoría de las CSC tiene numerosas implicaciones en la forma que tenemos de estudiar la 
biología del cáncer y en el modo de diseñar fármacos antioncogénicos. 
Parece obvio que la existencia de las CSC sea una de las razones por las que las terapias 
actuales fracasen en erradicar la enfermedad: las CSC componen una pequeña población de 
células indiferenciadas, con tasas de replicación bajas (quiescentes), expresión de 
transportadores de membrana tipo ABC que eliminan drogas, alta expresión de proteínas 
antiapoptóticas y resistentes al daño en el DNA35.  Todas estas características confieren a las 
CSC resistencia e insensibilidad al tratamiento con los agentes quimioterapéuticos actuales. Así, 
las drogas utilizadas actualmente en clínica, están dirigidas a la masa tumoral, pues están 
diseñadas para combatir la alta proliferación celular. Por lo tanto, una vez eliminadas, serán 
repuestas por el pool de CSC.  
Muchos grupos han comenzado a estudiar si las CSC son verdaderamente más 
resistentes a la terapia que las células diferenciadas que generan. Así, se ha visto que las células 
madre leucémicas son relativamente resistentes al fármaco imatinib en la leucemia mieloide 
crónica; que las células madre en cáncer de mama son resistentes a la quimioterapia y a la 
radiación ionizante, y que  las células de glioma CD133+ sobreviven mejor a las radiaciones que 
las CD133-36-40. Pero no debemos olvidar que hay también excepciones, como la que encontramos 
en el cáncer testicular, donde las CSC son más sensibles al tratamiento con cisplatino o radiación 
que las células madre normales41. 
Se deben diseñar, por tanto, nuevas terapias, designadas específicamente a combatir la 
CSC, para así eliminar la fuente originadora del resto de células que conforman el tumor. Las 
  
   




nuevas terapias, junto con los tratamientos anti-proliferativos tradicionales tendrán más 
posibilidades de curar el cáncer42. Algunos grupos ya han comenzado a poner en práctica esta 
teoría. Así, en un ratón transplantado con células humanas de leucemia mieloide aguda (AML), se 
han identificado células en estado quiescente que, al tratarlas con factor estimulante de colonias 
de granulocitos, entran de nuevo en ciclo celular, incrementando así la sensibilidad de las células 
madre de AML  a la quimioterapia43. 
Pero para poder entender la génesis y el mantenimiento del cáncer y avanzar en las 
terapias anticancerosas, tenemos que seguir profundizando en el concepto de CSC. Para ello, los 
modelos murinos de cáncer basados en esta hipótesis son fundamentales.  
En la actualidad, existen numerosos modelos animales que tratan de mimetizar el cáncer 
humano. Los llamados xenografts, son ratones inmunocomprometidos a los que se inyectan 
células tumorales humanas. Aunque esta aproximación experimental es útil para probar las 
propiedades de determinadas células tumorales y ha sido clave en el establecimiento del concepto 
de CSC17,18, son modelos limitados ya que carecen de muchas de las características 
fundamentales de los tumores reales, como por ejemplo la interacción con la vasculatura y el 
sistema inmune, y no pueden ser utilizados para entender las etapas iniciales de la génesis del 
cáncer.  
Otra estrategia utilizada para desarrollar cáncer en el ratón consiste en la transfección 
retroviral de oncogenes humanos en células progenitoras. Esta técnica permitiría analizar los 
efectos de determinados oncogenes en diversos tipos celulares. Así, dependiendo de la célula 
diana y el oncogén, el resultado podría ser una célula con características de CSC capaz de 
generar un tumor completo o, una célula con un potencial proliferativo limitado8. Sin embargo, esta 
estrategia basada en la utilización de virus e irradiación (dos agentes relacionados con la génesis 
del cáncer), tampoco ha servido para avanzar en el conocimiento de las CSC. 
Sin lugar a duda, los mejores modelos animales son aquellos en los que las 
modificaciones genéticas se introducen por la línea germinal (ratones transgénicos o knock-in). Así, 
para entender el origen, la estructura, el comportamiento y la progresión tumoral, es necesario que 
los modelos murinos representen correctamente el cáncer humano.  
Aunque el concepto de CSC fue acuñado y estudiado en mieloma múltiple, una neoplasia 
de células plasmáticas de la que recientemente hemos sabido que puede originarse a partir de 
progenitores o células madre hematopoyéticas44, la mayoría de investigadores han pensado y, 
todavía piensan, que el cáncer surge en una célula diferenciada que define el fenotipo 
cancerígeno. Así, la transgénesis convencional en cáncer ha sido fundamentalmente utilizada para 
dirigir la expresión de los oncogenes humanos a células diferenciadas, generando patologías 
proliferativas que nada tienen que ver con los cánceres humanos. La transgénesis basada en la 
hipótesis de las CSC, es decir, dirigir la expresión de los oncogenes a progenitores tempranos 
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debería recapitular la patología humana. Una de las enormes ventajas que supone el uso de 
modelos animales basados en esta teoría, es que podemos analizar los cambios moleculares que 
ocurren en las células madre antes de que se origine el cáncer y qué tipo de eventos moleculares 
ocurren en la oncogénesis. En este sentido, la identificación de marcadores específicos de célula 
madre y CSC es imprescindible.  
2.2. Célula iniciadora del cáncer vs célula que mantiene el cáncer 
Hasta ahora hemos repasado la teoría de las células madre cancerígenas: su descubrimiento, 
historia, características e implicaciones en el cáncer, pero no debemos confundir la CSC (aquella 
que mantiene las células cancerosas y así denominada por su capacidad de injertar y crecer en 
xenografts) con la célula iniciadora del cáncer. Dicha célula origen será una célula sana (madre o 
no) que será transformada o reprogramada por un evento oncogénico y dará lugar a una célula 
pretumoral6.  
La célula iniciadora del cáncer puede estar localizada en cualquier punto dentro de una vía 
de diferenciación fisiológica y no tiene porqué estar relacionada con el fenotipo final de las células 
tumorales. Sin embargo, la célula madre cancerígena, originada a partir de la célula iniciadora del 
cáncer, debe ser capaz de regenerar toda la diversidad celular de un tumor y retener las dos 
características fundamentales de cualquier célula madre: la capacidad de autorrenovación y el 
potencial de diferenciación.  
Para identificar dicha célula iniciadora del cáncer, debemos ser capaces de identificar la 
célula donde tiene lugar el primer evento oncogénico. En humanos, es muy complicado encontrar 
dicha célula, ya que, cuando éste es diagnosticado, se encuentra ya en estadios avanzados y, 
además, las lesiones oncogénicas se preservan genéticamente en las células que mantienen el 
cáncer.  
A pesar de todo, en determinados cánceres humanos y en gemelos univitelinos, parece 
que  el cáncer se origina en una célula stem. Es el caso, por ejemplo, de la leucemia mieloide 
crónica (CML)45,46, la leucemia mieloide aguda (AML)47,48  y la leucemia linfocítica crónica49. En la 
Tabla 2 se indican algunos casos de cánceres en humanos que se originan en célula madre y/o 






   




Tabla 2. Ejemplos de cánceres humanos en los que se ha identificado la célula de origen como una célula madre o 
progenitora. 
Tipo de cáncer Célula de origen Referencia 
Leucemia mieloide crónica Célula madre hematopoyética (HSC) 45,46 
Leucemia mieloide aguda Célula madre hematopoyética 47,48 
Leucemia linfocítica crónica Célula madre hematopoyética 49 
Leucemia linfoblástica aguda B   
TEL-AML1 
Célula madre hematopoyética 50 
Leucemia de células peludas Célula madre hematopoyética 51 
Cáncer de mama (subtipo basal) Progenitor luminal 52,53 
Cáncer de próstata Progenitor basal 54,55 
Cáncer intestinal Célula madre intestinal 56,57 
Glioblastoma 




Progenitores neuronales o 
multipotentes 
61-63 
Pulmón Célula madre bronquioalveolar 64 
 
No obstante, hay que tener presente que la expresión de un oncogén en una célula 
diferenciada puede reprogramarla y convertirla en una célula madre cancerígena, o no ejercer 
ningún efecto sobre ella, manteniéndose como tal, o bien morir. Del mismo modo, un oncogén 
puede actuar sobre una célula stem o progenitora y, como consecuencia de un mecanismo de 
reprogramación tumoral, convertirla en CSC, ser compatible la presencia del oncogén con su 
potencial fisiológico de diferenciación o bien, morir. [Figura 2]. 
3. EL CÁNCER COMO RESULTADO DE UNA REPROGRAMACIÓN 
TUMORAL DE CÉLULAS STEM/PROGENITORAS  
Como hemos dicho anteriormente, el descubrimiento de los oncogenes supuso una revolución en 
el campo de la investigación del cáncer. Casi todos los trabajos publicados hasta la fecha 
muestran que la expresión del oncogén es necesaria no sólo para el inicio, sino también para el 
mantenimiento del cáncer, por lo que los oncogenes se han mantenido como las dianas 
fundamentales de las terapias anticancerosas. Esta manera de enfocar y estudiar el cáncer está 
condicionada por el hecho de que en los cánceres humanos todas las células cancerígenas dentro 
del  tumor, independientemente de su heterogeneidad, presentan las mismas lesiones 
oncogénicas, de manera que, siempre se ha pensado que el oncogén tiene una función 
homogénea dentro de la masa tumoral3,4.  
   
   
             Introducción 
 
 


















Figura 2. Influencia de la expresión de oncogenes en diferentes estadios de diferenciación. A) La expresión de un 
oncogén en una célula diferenciada puede convertirla en una célula madre cancerígena (CSC), no ejercer ningún efecto 
sobre ella o conducirla a la muerte. B) Un oncogén puede reprogramar a una célula madre a célula madre cancerígena, ser 
compatible su presencia con el potencial fisiológico de diferenciación, generando células sanas o provocar su muerte. 
 
En los modelos murinos, cuando se dirige la expresión de los oncogenes humanos a 
células diferenciadas, se generan patologías proliferativas que, en general, nada tienen que ver 
con los cánceres humanos. Las terapias basadas en esta forma de enfocar el cáncer se dirigen 
específicamente a los oncogenes y a frenar la proliferación descontrolada de las células de la 
masa tumoral, pero siguen fallando y la supervivencia del paciente con cáncer no mejora.  
Todo ello sugiere que los oncogenes tienen un modo de acción que no es homogéneo 
dentro de la población de células cancerígenas, pudiendo ejercer funciones distintas en la célula 
iniciadora del cáncer a las que lleva a cabo en las células diferenciadas tumorales. Esta hipótesis 
ha sido avalada recientemente en nuestro laboratorio mediante el uso de modelos de ratón que 
restringen la expresión de determinados oncogenes humanos al compartimento de células 
madre/progenitoras (revisado en 6,65). Así, por ejemplo, cuando la expresión del oncogén BCR-
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ABLp210 es restringida a células progenitoras o madre, el ratón desarrolla leucemia mieloide 
crónica, recapitulando las principales características de esta patología en humanos66. En este 
modelo, el tumor se inicia en el compartimento de células indiferenciadas pero, las células que 
conforman la masa tumoral tiene apagada la expresión del oncogén, de manera que no 
detectamos la proteína BCR-ABLp210 en ninguna de las células diferenciadas. Otros ejemplos 
son los modelos murinos que restringen la expresión de los oncogenes MafB44, Malt167 y Bcl668 al 
compartimento stem originando mieloma múltiple, linfoma tipo MALT (tejido linfoide asociado a 
mucosas) y DLBCL (linfoma difuso de células B grandes) en ratones, respectivamente.  
En este contexto, el cáncer puede ser resultado de una reprogramación tumoral en células 
stem o progenitoras, que se define como el proceso por el cual un oncogén es capaz de reajustar 
el estado epigenético de una célula sana (la que dará lugar al cáncer), estableciendo en ella un 
programa de diferenciación celular patológico responsable del desarrollo del cáncer6. Así, la 
expresión del oncogén sería el responsable de la reprogramación, pero una vez reprograma la 
célula iniciadora del cáncer, la alteración oncogénica ya no sería necesaria para el mantenimiento 
del mismo. En un modelo murino de leucemia linfoblástica B, se comprobó que la supresión del 
oncogén causante de la enfermedad, BCR-ABLp190, una vez que éste había sido activado en la 
célula iniciadora, no suprimía la leucemia, sugiriendo que el oncogén es necesario para el inicio, 
pero no para el mantenimiento del cáncer69. Esto explicaría el hecho de que puede existir una 
lesión precancerosa en una población celular anormal que sólo progresaría a un tumor con un 
segundo evento oncogénico. El oncogén sólo sería necesario para la reprogramación, siendo así 
una mutación pasajera que podría ya no tener función ninguna en la expansión tumoral o la 
proliferación6,65,70. 
Esta reprogramación tumoral comparte ciertas características con la pluripotencia y la 
reprogramación para generar iPS71, ya que, en ambos casos, se requiere de la expresión 
transitoria o supresión de determinados genes (C-Myc, TP53…). Además, algunos de los factores 
utilizados para la reprogramación, son genes conocidos por su actividad oncogénica, mientras que 
algunos que actúan como barrera a la reprogramación, corresponden con genes supresores de 
tumores como son TP53 y CDKN2A, cuyos efectos en proliferación y apoptosis impiden ambos 
procesos72-77. Estos resultados sugieren que la ausencia de un supresor tumoral tiene un papel 
permisivo aunque no instructivo en la génesis de las células tumorales, de manera que su 
presencia previene a las células dañadas de ser reprogramadas. Pero más importante aún es que, 
tanto en la reprogramación tumoral como en la pluripotencia, una vez que la pluripotencia ha 
ocurrido y que la reprogramación tumoral se ha llevado a cabo, estas condiciones ya no requieren 
de los factores inductores de la misma78.  
La teoría de las células madre cancerígenas y la reprogramación tumoral tienen 
importantes implicaciones en la terapia contra el cáncer, ya que la mayoría de tratamientos están 
diseñados frente a determinados oncogenes y a frenar la proliferación descontrolada de las 
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células de la masa tumoral. Según la teoría de la reprogramación, el oncogén sólo actuaría en los 
primeras etapas de la génesis cancerígena y no estaría presente en la masa tumoral de células 
diferenciadas. Las modificaciones epigéneticas, sin embargo, pueden ser eliminadas o 
modificadas, por lo que las células tumorales podrían ser reprogramadas para reconvertirlas a 
células no cancerosas, como ya se ha hecho con células de melanoma o carcinomas 
embrionarios79,80. Así, la combinación de agentes epigenéticos dirigidos a las células cancerosas 
con la quimioterapia convencional suponen una esperanza en el tratamiento contra el cáncer81. 
En este proyecto de tesis doctoral, quisimos estudiar si el linfoma difuso de células B 
grandes (DLBCL), un desorden hematológico caracterizado por la infiltración de linfocitos B 
grandes, surgía como resultado de un mecanismo de reprogramación tumoral llevado a cabo por 
HGAL, gen que se ha identificado sobreexpresado en centros germinales y linfomas derivados del 
mismo82. Del mismo modo, LMO2, fue originalmente estudiado por su papel en la leucemia 
linfoblástica T humana83,84 y más recientemente, se ha encontrado sobreexpresado en centros 
germinales y en DLBCL85,86. Quisimos analizar si la leucemia linfoblástica T aguda (T-ALL) surge 
como un mecanismo de reprogramación tumoral en células stem mediado por LMO2.  
 Así, para poder estudiar la posible implicación de los genes HGAL y Lmo2 en la génesis 
del DLBCL y en la T-ALL, respectivamente, conviene introducir en primer lugar el desarrollo 
linfoide B y T y las vías de señalización de los receptores de linfocitos B y T, pues ambas 
enfermedades se caracterizan por alteraciones en el desarrollo y función normal de estas 
importantes células hematopoyéticas. A continuación, describiremos en profundidad ambas 
enfermedades hematológicas: definición, epidemiología, clínica, inmunofenotipo, patogénesis 
molecular y célula originadora de la enfermedad, para acabar centrándonos en las proteínas 
objeto de estudio: HGAL y LMO2. Finalmente, reseñaremos los principales modelos de ratón de 
leucemias linfoblásticas agudas T y de linfoma difuso de células B grandes descritos hasta la 
fecha. 
4. HGAL Y SU PAPEL EN LA GÉNESIS DEL DLBCL 
4.1. El desarrollo linfoide B  
Los linfocitos B surgen en la médula ósea a partir de células madre hematopoyéticas. Es en los 
estadios tempranos de desarrollo cuando ocurre el proceso de reordenamiento de los genes de 
las inmunoglobulinas de los linfocitos B87: los reordenamientos de los segmentos VH,DH, JH de la 
cadena pesada junto los reordenamientos VL-JL  de la cadena ligera permiten la generación de un 




   




Las células madre hematopoyéticas de la médula ósea generan progenitores 
multipotentes (MPP) que pueden diferenciarse a progenitores mieloides comunes (CMPs) o 
progenitores linfoides tempranos (ELPs)88. Éstos ya comienzan a expresar los genes Rag1 y 
Rag289 responsables del reordenamiento de los genes que darán lugar a las inmunoglobulinas de 
los linfocitos B. Los ELPs se diferencian a CLPs o progenitores linfoides comunes que más tarde 
comienzan a expresar el marcador de célula B, B220. Son los linfocitos pro-B (o CLP-2), que 
reordenan sus segmentos D y J de la cadena pesada y comienzan a expresar CD19, dando lugar 
al estadio de células pre-BI. Reordenan más tarde los segmentos génicos que codifican para la 
región variable de la cadena pesada, dando lugar a las células pre-BII grandes. Estas células 
dejan de expresar Rag1 y Rag2 y exhiben el producto del reordenamiento en la superficie celular, 
donde se asocia con las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas junto con las moléculas de 
señalización Igα e Igβ para formar el receptor pre-B (pre-BCR).  
La expresión de este pre-BCR es un punto crucial de control en el desarrollo linfoide B. Su 
señalización permite la exclusión alélica90 esto es, prevenir la producción de dos tipos diferentes 
de cadenas pesadas y dos tipos diferentes de cadenas ligeras, para producir sólo un tipo de cada. 
En este estadio se produce una expansión clonal seguido de la reexpresión de los genes Rag y el 
reordenamiento del locus de la cadena ligera en las células pre-BII pequeñas.  
La expresión del BCR en la superficie es característica del siguiente estadio de 
diferenciación: el linfocito B inmaduro es analizado para chequear su autoreactividad. Así, las 
células que son autoreactivas pueden ser rescatadas por un proceso secundario de 
reordenamiento o bien, son eliminadas o inactivadas por procesos de apoptosis o anergia91. Los 
linfocitos B inmaduros que expresan IgM en superficie abandonan la médula ósea para entrar en 
el bazo92 [Figura 3]. 
El proceso de diferenciación B en sus primeros estadios está finamente regulado por una 
batería de factores de transcripción y vías de señalización que actúan en cascada a lo largo del 
proceso. PU-1 es clave en el estadio de diferenciación de los MPP y se ha visto que sus niveles 
van a determinar la diferenciación hacia células mieloides o linfoides93,94.  
Ikaros, Aiolos y Helios son claves en determinar el destino de diferenciación en etapas 
tempranas de la hematopoyesis. Estos factores, que parecen actuar a través de la remodelación 
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Figura 3. Representación esquemática del desarrollo linfoide B. Las células madre hematopoyéticas (HSC) originan 
los MPPs (progenitores multipotenciales). Éstos a su vez dan lugar a los ELPs (progenitores linfoides tempranos) y a los 
CLPs (progenitores linfoides comunes). Los linfocitos pro-B constan ya del marcador B220. Estas células reordenan sus 
segmentos D y J de la cadena pesada y comienzan a expresar CD19, dando lugar al estadio de células pre-BI, las cuales 
reordenan más tarde los segmentos génicos que codifican para la región variable de la cadena pesada, dando lugar a las 
células pre-BII grandes con un pre-BCR.  El reordenamiento del locus de la cadena ligera se produce en las células pre-BII 
pequeñas. La expresión del BCR en la superficie es característica del siguiente estadio de diferenciación: el linfocito B 
inmaduro. Se muestran en la parte superior algunos de los factores de transcripción claves para el proceso de 
diferenciación.  
Adaptada de B. Matthias, P. & Rolink, A. G. Transcriptional networks in developing and mature B cells. Nature reviews. Immunology 5, 497-
508, (2005)98. 
 
E2A, EBF y PAX5, que parecen cooperar entre ellos, son esenciales en la diferenciación 
de CLPs a células pro-B. SOX499, LEF1100, IRF4, IRF8101-104, Aiolos y OBF1 son también claves en 
los primeros estadios de diferenciación B y los dos últimos son también cruciales para la función 
de las células B maduras en la periferia105 [Figura 3].  
Los linfocitos B continúan su desarrollo en el bazo donde pasan por distintos estadios 
transicionales T1 y T2 y sufren un proceso de selección negativa antes de convertirse en linfocitos 
B maduros. Una pequeña proporción de células B transicionales migra a la zona marginal del bazo 
donde se convierten en linfocitos B de la zona marginal, mientras que la mayoría de células B en 
estadio T2 se diferencia a células B foliculares, que circulan por los folículos esplénicos, viajan a 
nódulos linfáticos y médula ósea, hasta que mueren o encuentran un antígeno y maduran92.  
Cuando las células B foliculares encuentran un antígeno y reciben la ayuda de las células 
T, se forma un centro germinal, que son áreas especializadas en los folículos donde células B 
proliferan y se producen los procesos de recombinación del cambio de clase o conmutación de 
clase de inmunoglobulina (class switching recombination) y maduración de afinidad106,107 [Figura 4].  
Los centros germinales se forman por la proliferación de células B en los folículos del bazo, 
nódulos linfáticos, placas de Peyer y amígdalas. Los linfocitos B vírgenes (naive) migran a la zona 
rica en linfocitos T de los tejidos linfoides donde se activan completamente a través de su 
interacción con linfocitos T CD4 y células presentadoras de antígenos. Esta interacción se lleva a 
cabo a través de receptores de superficie de células B y ligandos expresados por linfocitos T o 
células presentadoras de antígenos. Los más importantes son TNF (de linfocitos B) y su ligando 
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CD154, expresado por las células T. Las células B activadas pueden diferenciarse a células 
secretadoras de anticuerpos o bien a precursores B GC, migrando hacia el folículo primario donde 
se encuentran células B recirculantes IgM+ IgD+ y células dendríticas foliculares. En esta zona, los 
linfocitos B comienzan a proliferar y empujan a las células B IgM+ IgD+ hacia la zona del manto 
alrededor del centro germinal dando lugar a una estructura conocida como el folículo 
secundario107[Figura 4].   
El centro germinal se compone de una zona oscura formada por células B proliferantes 
llamadas centroblastos, y una zona clara, compuesta de linfocitos B más pequeños, que no se 
dividen, llamados centrocitos, alrededor de los cuales se sitúan células dendríticas, células T y 
macrófagos. Durante la proliferación, los centroblastos sufren el proceso de hipermutación 
somática, que introduce cambios en los pares de bases en la región VDJ de los genes que 
codifican la región variable de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina. Este proceso 
requiere del enzima AID, que cataliza la desaminación de citosinas del DNA, con la consiguiente 
introducción de mutaciones somáticas108-118. AID parece estar regulada su vez por proteínas E119, 
PAX5120 e IRF8121 así como las proteínas RPA y PKA122-125. Los centroblastos sufren altas tasas 
de proliferación, y mutación, de manera que se van a seleccionar aquellos linfocitos cuyo receptor 
o anticuerpo mejor se una al antígeno. Además, de proliferación, hay altos niveles de apoptosis, 
ya que se eliminarán aquellos linfocitos B subóptimos en la unión al antígeno.  Los centroblastos 
se diferencian a centrocitos y se mueven a la zona clara, donde se selecciona el receptor 
modificado para mejorar la unión con el antígeno. Aquellos centrocitos que no producen un 
receptor favorable se eliminan por apoptosis y parte de los centrocitos sufre recombinación del 
cambio de clase (CSR). Esta recombinación es un proceso irreversible por el que las células B 
cambian sus inmunoglobulinas IgM e IgD a otros tipos (IgG, IgA e IgG) y requiere de nuevo del 
enzima AID111,112 y de interacciones específicas con linfocitos T entre receptores de superficie 
como CD40-CD154126, ICOS127,128, TACI y el receptor BAFFR129 [Figura 4].   
El intercambio entre centroblastos y centrocitos entre las zonas clara y oscura parece 
estar mediado por un gradiente de quimiocinas130. Los centrocitos seleccionados se diferencian a 
células B de memoria o células plasmáticas.  
BCL6 es el regulador por excelencia del centro germinal, expresado por centroblastos y 
por algunos centrocitos131,132. Así, inhibe genes involucrados en las activación de células B como 
CD69, STAT1133 y CD80134, reprime genes involucrados en la regulación negativa del ciclo celular, 
inhibe la respuesta al estrés genotóxico, y la diferenciación a célula plasmática y célula B de 
memoria135. La inhibición de PAX5 parece ser el primero paso hacia la diferenciación a célula 
plasmática136. Durante el estadio de plasmablasto BLIMP1137 e IRF4138,139 se elevan y a su vez 
BLIMP1 inhibe BCL6 y PAX5140. XBP1 es un factor de transcripción necesario para el fenotipo 
secretorio de las células plasmáticas141,142 [Figura 4].  
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Figura 4. Representación esquemática de la reacción de centro germinal. Cuando las células B foliculares encuentran 
un antígeno se forma un centro germinal, áreas especializadas donde ocurren los procesos de hipermutación somática 
(SHM) y recombinación específica de clase (CSR). El centro germinal se compone de células B proliferantes llamadas 
centroblastos que sufren la SHM. Estas células se diferencian a centrocitos, linfocitos B más pequeños que no se dividen, a 
través de la estimulación de CD40 por células T y la represión de BCL6 por IRF4. La inactivación de PAX5 es el primer 
paso hacia la diferenciación plasmática. El estadio de pre-plasmablasto se caracteriza por bajos niveles de secreción de 
inmunoglobulinas y la regulación al alza de XBP1. En el plasmablasto, se elevan los niveles de IRF4 y BLIMP1, proteína 
que a su vez inhibe BCL6 y PAX5. Estos factores se upregulan aún más en la célula plasmática. La continua señalización a 
través de CD40 y la expresión de PAX5 son necesarios para la diferenciación a célula B de memoria y su identidad.  
Adaptada de Klein, U. & Dalla-Favera, R. Germinal centres: role in B-cell physiology and malignancy. Nature reviews. Immunology 8, 22-33, 
(2008)107. 
 
La formación del centro germinal es un proceso esencial en la respuesta inmune aunque 
conlleva riesgos, porque, con excepción de algunos tipos, se cree que todos los linfomas B no 
Hodgkin surgen de células B que sufren un bloqueo o ya han pasado la reacción del centro 
germinal. El genoma de las células B de estos linfomas en humanos presenta dos tipos de 
lesiones principalmente: translocaciones cromosómicas e hipermutación somática aberrante, 
relacionadas con procesos que ocurren en el centro germinal143,144.  
Las células B1 son otro tipo de linfocito B, involucradas en la respuesta inmune humoral, 
no formando parte de la respuesta inmune adaptativa. Se encuentran fundamentalmente en las 
cavidades pleurales y peritoneales y dan lugar a las células secretadoras de anticuerpos (ASCs). 
A diferencia de las células B2 (foliculares y marginales) expresan CD5 y CD11b. Los progenitores 
de células B1 se encuentran en el hígado fetal y la mayoría de linfocitos B1 se autorenuevan en la 
periferia. Producen grandes cantidades de IgM en respuesta a antígenos propios pero también 
reconocen antígenos bacterianos y producen anticuerpos frente a patógenos. Una vez que las 
células B1 se activan en las cavidades peritoneales y pleurales, migran al bazo donde dejan de 
expresar CD5 y se convierten en células plasmáticas secretadoras de anticuerpos. La vía de 
NFAT así como STAT3 juegan un papel esencial en la génesis y activación de esta clase de 
linfocitos B145-151.  
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4.2. La señalización del receptor de linfocitos B 
El complejo BCR o receptor de las células B  está formado por las cadenas pesadas (IgH) y 
ligeras (IgL) de las inmunoglobulinas en la membrana celular, asociadas con los heterodímeros 
Igα/Igβ (CD79a/CD79b)152,153, que presentan motivos ITAM en su estructura. La activación de la 
vía comienza con la interacción entre el antígeno y la inmunoglobulina de superficie, resultando en 
la agregación del receptor. Las subunidades α/β transducen las señales al interior celular mediante 
la fosforilación de las tirosinas de sus motivos ITAM por la familia de las quinasas SRC, que 
incluye a LYN, FYN y BLK154-156 [Figura 5]. 
Más detalladamente,  la proteína tirosín quinasa LYN se aproxima a los motivos ITAM de 
las colas citoplasmáticas del complejo Igα/β y  agrega grupos fosfato a los residuos de tirosina. Se 
produce entonces la unión de la proteína SYK a los motivos ITAM a través de sus dominios SH2, 
resultando en la fosforilación de SYK y su activación154 .En estado activo, SYK recluta un complejo 
formado por CIN85 y BLNK (conector de células B) que resulta en la fosforilación y activación de 
la quinasa BTK y la fosfolipasa Cγ2 (PLCγ2)157. La PLCγ2 activada inicia una vía que involucra 
hidrólisis de PIP2 (Fosfatidil Inositol 4,5-bisfosfato) para generar diacilglicerol e inositol trifosfato lo 
que conlleva a un aumento del calcio intracelular y a la activación de la proteína quinasa C (PKC). 
El influjo de calcio y la activación de la PKC inducen la fosforilación y activación de CARD11, un 
adaptador que coordina un complejo de señalización que activa la vía de NF-κβ158 [Figura 5]. 
La familia VAV de factores de intercambio de nucleótidos de guanina desempeñan una 
función crucial en la señalización de la célula B a través de la activación de RAC1 y la regulación 
de cambios del citoesqueleto159,160. VAV también es reclutado en la molécula correceptora CD19 
tras la fosforilación por LYN, y junto con PI3K que también se une a CD19 como resultado de la 
fosforilación mediada por LYN, desempeñan su función en la activación de la quinasa 
serina/treonina AKT161,162. Ésta también puede reforzar la activación de NFAT a través de la 
neutralización de los efectos inhibitorios de GSK3 sobre NFAT163[Figura 5]. 
El resultado neto de la activación de la vía del BCR es la activación de las vías de RAS, 
PI3K, MAPK, y de los factores de transcripción NFAT y NF-κβ. Todo esto resulta en cambios en el 
metabolismo celular, expresión génica y organización del citoesqueleto. La complejidad de la 
señalización del BCR da lugar a varios destinos celulares, incluyendo supervivencia, tolerancia 
(anergia) o apoptosis, proliferación y diferenciación en células plasmáticas o de memoria164.  
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Figura 5. Representación esquemática de la señalización del receptor de linfocitos B. La vía de activación del BCR 
comienza con la interacción entre el antígeno y la inmunoglobulina de superficie, resultando en la agregación del receptor. 
La proteína LYN agrega entonces grupos fosfato a los residuos de tirosina de los motivos ITAM del complejo Igα/β. Se une 
entonces la proteína SYK a los motivos ITAM a través de sus dominios SH2 resultando en su fosforilación y activación. 
SYK recluta a BLNK, que resulta en la fosforilación y activación de la quinasa BTK y PLCγ2. Ésta, hidroliza el PIP2, 
generando diacilglicerol e inositol trifosfato, lo que da lugar a un aumento del calcio intracelular y a la activación de la 
proteína PKC. El resultado neto de la activación de la vía del BCR es la activación de las vías de RAS, PI3K, MAPK, y de 
los factores de transcripción NFAT y NFκβ.  
Tomada de Niiro, H. & Clark, E. A. Regulation of B-cell fate by antigen-receptor signals. Nature reviews. Immunology 2, 945-956, (2002)165. 
 
El resultado de la respuesta está determinado por el estadio de maduración de la célula, la 
naturaleza del antígeno, la magnitud y la duración de la señalización y depende también de 
señales de otros receptores, como CD40 o BAFF-R. Otras proteínas transmembranales, que 
incluyen receptores, modulan distintos elementos de la vía: CD45, CD19, CD22, PIR-B y FcγRIIB1. 
  
   




La magnitud y duración de esta vía de señalización se regula negativamente por distintas 
vías que incluyen LYN/CD22/SHP-1, CBP/CSK, SHIP, CBL, DOK-1, DOK-3, FcγRIIB1, PIR-B e 
internalización del BCR. Así, varios receptores de superficie de la célula, como FcγRIIB1, CD22 y 
PIR-B (receptor de la célula B similar a la inmunoglobulina) han sido vinculados con un papel 
antagónico de la activación de la célula B a través del reclutamiento de las proteínas 
tirosínfosfatasas SHP-1 y SHIP en los ITIM (motivos inhibitorios del inmunorreceptor basado en 
tirosina) en sus colas citoplasmáticas. SHP-1 afecta la señalización del BCR porque antagoniza 
los efectos de la quinasa LYN sobre SYK y BTK mediante la desfosforilación de ambas proteínas. 
Además, bloquea el reclutamiento de PLCγ2 en el complejo BCR.  
El correceptor CD22 podría regular la señalización del BCR tanto positivamente como 
negativamente: el reclutamiento de la proteína adaptadora GRB2 a la parte citoplasmática de 
CD22 podría conducir a la activación de las MAPK mientras que el reclutamiento de SHP1 a los 
ITIMs citoplasmáticos de CD22, bloquea la señalización de BCR166-170 [Figura 5].  
4.3. El linfoma difuso de células B grandes 
4.3.1. Definición, epidemiología, clínica e inmunofenotipo 
El término de linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) se aplica a distintos desórdenes 
hematológicos caracterizados por la infiltración de linfocitos B grandes. Sin embargo, los distintos 
tipos de linfoma tienen características clínicas, inmunofenotipo, patogénesis molecular y respuesta 
al tratamiento muy variables.  
El Linfoma B Difuso de Célula Grande constituye entre el 30 y el 40% de  los linfomas no 
Hodgkin de adultos, siendo así el más frecuente. Afecta fundamentalmente a pacientes por 
encima de los 60 años, excepto el linfoma mediastínico primario que afecta fundamentalmente a 
mujeres entre 20 y 30 años.  
Alrededor del 50% de los casos ocurren en pacientes por encima de los 65 años y un 40% 
en pacientes mayores de 70. En niños por debajo de los 14, constituye el 20% de los linfomas no 
Hodgkin y hasta el 37% en adolescentes entre los 15 y 19 años. La incidencia del DLBCL ha ido 
incrementando en los últimos años, situándose en unos 7-8 casos por cada 100.000 personas por 
año171. 
Aproximadamente, un 40% de los linfomas se originan en tejidos diferentes al nódulo 
linfático, lo que se denomina linfomas extranodales. Algunos de los lugares de origen son el tracto 
gastrointestinal, hueso, testículo, bazo, glándulas salivares, tiroides, pecho, sistema nervioso 
central, hígado y riñón. Las manifestaciones clínicas de estos linfomas son diversas y dependen 
del lugar de afectación de la enfermedad. Los tumores tienen una tasa de crecimiento rápida y se 
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presentan como masas, provocando los síntomas cuando se infiltran en los tejidos adyacentes. Al 
igual que con otros tipos de linfoma no Hodgkin, se presentan los denominados síntomas B que 
incluyen fiebre, sudores nocturnos y pérdida de peso. Otros síntomas pueden incluir fatiga o 
molestias en el pecho o dificultad para respirar causadas por la linfoadenopatía mediastinal.  
El inmunofenotipo típico del DLBCL es el de células B: CD19+, CD20+, CD45+, CD22+, 
CD79a+ y PAX5+. CD10 y BCL6 se expresan en el subtipo GCB mientras que MUM1/IRF4 se 
expresa en el subtipo ABC. BCL2 es positivo en algunos casos y CD5, se presenta en casos de 
novo, procedentes, de la transformación de otros tipos de linfoma.  CD23, CD25, CD56 son pocas 
veces positivos, y CD3 marca las células T infiltrantes. Son linfomas TdT negativos. 
Recientemente, se han incorporado también los marcadores GCET y FOXP1 al conjunto de 
marcadores utilizados en el diagnóstico. Existen multitud de paneles de anticuerpos y algoritmos 
diseñados para predecir el resultado de la enfermedad en pacientes tratados y sin tratar, 
clasificándolos así en distintos grupos de riesgo. Sin embargo, debido a la gran heterogeneidad de 
esta enfermedad en cuanto a patogénesis molecular y clínica, el inmunofenotipo es también muy 
variable,  y existen algunos subtipos que no expresan los marcadores típicos de linfocitos B. Es el 
caso del linfoma plasmablástico. Al contrario, comparte también la expresión de marcadores con 
otros tipos de linfoma que no son DLBCL, como el linfoma clásico Hodgkin o el linfoma mediastinal, 
de los que se distingue por expresar CD30 de forma débil y ser CD45+172-175. 
El tratamiento se basa en la quimioterapia R-CHOP (rituximab, ciclofosfamida, 
doxorrubicina, vincristina y prednisona) que induce tasas de remisión de hasta un 75% aunque 
entre un 30-40% de los pacientes finalmente sucumben a la enfermedad, teniendo mejor 
pronóstico los casos GCB frente a los ABC176.    
4.3.2. Clasificación 
El sistema de clasificación de la Organización Mundial de la Salud (OMS) define más de una 
docena de subtipos, cada uno de los cuales pueden ser diferenciados en base a la localización del 
tumor, la presencia de otras células dentro del tumor, y si el paciente tiene algunas otras 
enfermedades relacionadas con DLBCL. Existen cuatro subtipos bien definidos : el linfoma de 
células B rico en células T/histiocitos, el linfoma primario del sistema nervioso central, el linfoma 
primario cutáneo B de célula grande difuso tipo piernas y el linfoma B difuso de células grandes 
EBV-positivo del anciano. Otros subtipos bien definidos son el linfoma mediastinal primario (tímico) 
de células B, linfoma plasmablástico o el linfoma intravascular de células B grandes. En algunos 
casos, el tumor puede compartir características con el linfoma de Burkitt o el de Hodgkin. Son los 
llamados casos borderline, denominados "Linfoma de células B, inclasificable, con características 
intermedias entre el linfoma difuso de células B y el linfoma de Hodgkin” (o “el linfoma de 
Burkitt”)177.  
  
   




Así, la mayoría de los casos de DLBCL entran en la categoría "Linfoma difuso de células B, 
sin otra especificación" cuando no se ajusta a ninguno de los subtipos bien definidos. Este grupo 
heterogéneo se divide a su vez en distintos subtipos en función de la morfología celular, la 
expresión génica y las tinciones inmunohistoquímicas.  
Morfológicamente, se pueden reconocer tres variantes principales: la variante 
centroblástica, la inmunoblástica y la anaplásica. El tipo centroblástico, el más común, se 
caracteriza por células de mediano a gran tamaño, con núcleo redondo, ovalado o multilobulado 
(especialmente en localizaciones extranodales), cromatina fina, dos o cuatro nucleolos y 
citoplasma basófilo. En la variante inmunoblástica, más del 90% de las células son inmunoblastos 
con un nucleolo central grande y citoplasma basófilo o anfofílico. La variante anaplásica se 
caracteriza por células generalmente muy grandes redondas, ovaladas o poligonales con un 
núcleo pleomórfico y pueden parecerse a células de Hodgkin o a las células de Reed-Sternberg177. 
El examen de los perfiles de expresión génica en tumores DLBCL y la aplicación de un 
patrón de reconocimiento de algoritmos llamado clustering jerárquico ha identificado dos formas 
moleculares distintas de la enfermedad: germinal center B-cell like DLBCL o GCB-DLBCL, 
caracterizado por la expresión de genes normalmente presentes en células B del centro germinal y 
activated B-cell-like DLBCL o ABC-DLBCL, caracterizado por la expresión de genes normalmente 
inducidos durante la activación in vitro de células B178.  
4.3.3. Patogénesis molecular 
Existen múltiples alteraciones moleculares, generalmente en genes del ciclo celular, supervivencia, 
regulación de la apoptosis y genes que codifican para modificadores de la cromatina. Se han 
encontrado translocaciones cromosómicas recurrentes en cerca del 50% de los casos y los tres 
genes más comúnmente desregulados son BCL6, BCL2 y C-MYC. Dichos genes se colocan bajo 
el control de promotores de genes de inmunoglobulinas. Esto se debe a una hipermutación 
somática aberrante, probablemente por la enzima AID, que da lugar a la expresión desregulada de 
los genes indicados tras su translocación.  
La translocación más común encontrada en pacientes con DLBCL, un 35% de ellos, es 
aquella que afecta a la banda 3q27 donde se encuentra el gen BCL6. Además de translocaciones, 
un 75% de los pacientes presenta mutaciones somáticas en la región 5´no codificante del gen. 
BCL6 es un factor de transcripción clave en el centro germinal de manera que su expresión 
desregulada conduce a un arresto de la maduración y confiere una ventaja proliferativa179. La 
inhibición de p53 por BCL6 descrita recientemente podría ser un mecanismo por el cual el último 
controlaría la formación del centro germinal y la linfomagénesis180. De hecho TP53, se encuentra 
mutado en muchos casos de DLBCL. Otro mecanismo adicional es la supresión de la transcripción 
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de CDKN1A, gen que codifica para un supresor de tumores,  a través de su interacción con MIZ-
1181. 
La translocación t(14;18)(q32;q21) que involucra al gen BCL2 se encuentra en un 15% de 
los casos de DLBCL. BCL2 es un protooncogén que promueve la supervivencia de los linfocitos B 
a través de la inhibición de la apoptosis. La translocación da lugar a una expresión ectópica de 
BCL2, que se coloca bajo el control de elementos regulatorios del locus de la inmunoglobulina. 
Esta alteración  se observa en pacientes del subtipo GCB pero su activación aberrante también se 
halla en casos de ABC-DLBCL a través de la amplificación 18q21, donde se halla BCL2182.  
Entre un 5 y 10% de los pacientes con DLBCL presenta la translocación t(8;14)(q24;q32) 
que involucra al gen C-MYC183. Esta anomalía cromosómica está presente también en otro tipo de 
linfomas de linfocitos B, el linfoma Burkitt, pero, en el caso del linfoma DLBCL, la translocación de 
MYC suele ocurrir con las translocaciones de BCL2 y BCL6, lo que se denomina el “doble hit” o 
“triple hit”184.  
Los subtipos moleculares ABC y GCB, se distinguen también por sus alteraciones 
genéticas. Así, las translocaciones que involucran BCL2 y C-MYC se encuentran en el 30-40% de 
los casos del subtipo GCB además de mutaciones en el gen EZH2185. Éste codifica para una 
metiltransferasa que trimetila la histona H3 y forma parte del complejo PRC. Las mutaciones 
conllevan el reemplazamiento de una tirosina y como consecuencia se incrementa su capacidad 
para trimetilar. Estas mutaciones somáticas en EZH2 se han encontrado en cerca de un 22% de 
pacientes con el subtipo molecular GCB. 
El tipo ABC se caracteriza por alteraciones en la vía de NF-κβ, que se activa, como 
consecuencia, de forma aberrante y PRDM1. Así, se han hallado mutaciones somáticas en 
reguladores negativos de la vía, como TNFAIP3, gen que codifica para A20, una enzima 
modificadora de ubiquitinas involucrada en el fin de la señal de NF-κβ. Un 30% de los pacientes 
posee una inactivación en ambos alelos por mutaciones o deleciones. Al contrario, se han 
encontrado mutaciones en reguladores positivos de la vía como CARD11, TRAF2, TRAF5, 
MAP3K7 y TNFRSF11A186,187 además de MYD88 y CD79B188,189. 
PRDM1 es un gen clave para la diferenciación a célula plasmática. Codifica para el 
represor transcripcional BLIMP1, que promueve la represión de genes involucrados en la 
señalización del BCR y la proliferación. Se han hallado mutaciones inactivantes y deleciones de 
PRDM1 en hasta un 30% de los casos de ABC-DLBCL190. Las deleciones homocigotas y 
heterocigotas del locus INK4a/ARF se han encontrado en un 30% de pacientes. Este locus 
codifica para supresores tumorales, cuya inactivación conduce a la inhibición de la apoptosis, 
frecuente en este tipo de linfomas191,192. 
 
  
   




Las alteraciones en enzimas modificadoras de la cromatina, histona metiltransferasas y 
acetiltransferasas ocurren en un 50% de los casos de GCB y en un 30% del subtipo ABC. Es el 
caso de CREBBP y EP300, cuyos genes sufren mutaciones y deleciones y pierden su capacidad 
para acetilar BCL6 y p53 y, en consecuencia, se produce una activación constitutiva de BCL6 y 
una disminución de la actividad de p53193. Los genes MLL y, en concreto, MLL2 también se 
encuentran mutados. Éste último codifica para una metiltransferasa, responsable de la 
trimetilación H3K4, una marca conservada en la evolución relacionada con cromatina activa 
transcripcionalmente. La mutación del gen genera una proteína truncada que carece de un 
dominio catalítico necesario para su actividad. Finalmente, un 10-18% de los pacientes, en su 
mayoría del subtipo GCB, presenta mutaciones en el gen MEF2B, que conducen a una ganancia 
de función de la proteína, la cual actúa como un regulador positivo de la transcripción de BCL6.  
Otros genes con mutaciones recurrentes son  BTG1, GNA13, ACTB, P2RY8, PCLO y 
TNFRSF14194-197 La vía de PI3K se encuentra también sobreactivada como consecuencia de 
mutaciones activantes de PI3KCA e inactivación de PTEN198. 
Por último, un grupo de lesiones recurrentes, observadas en ambos  subtipos de DLBCL, 
son aquellas relacionadas con el reconocimiento inmune y presentación de antígenos. Un 30% de 
los pacientes presenta mutaciones inactivantes y deleciones del gen B2M, que codifica para una 
subunidad del complejo mayor de histocompatibilidad I (MHC I). Como consecuencia, se ve 
alterada la expresión del complejo HLA-I, necesario para el reconocimiento por los linfocitos T 
CD8+. Un 21% de los casos presenta lesiones en CD58, que codifica para una molécula necesaria 
en las respuestas mediadas por células NK y T199. Estos dos eventos se encuentran altamente 
asociados en el DLBCL, y estarían relacionados con el escape de la vigilancia inmunológica.  
Otras alteraciones que afectan a la respuesta inmune, son las rupturas genómicas y las 
mutaciones en el gen del complejo MHC II, CIITA además de las amplificaciones de los genes que 
codifican para las proteínas PD-L1 y PD-L2200,201. 
4.3.4. Cell-of-origin del DLBCL  
Desde la identificación de dos formas moleculares del DLBCL mediante el examen de los perfiles 
de expresión génica en estos tumores178, se ha establecido que el linfoma difuso de células B 
grandes se origina a partir de tres tipos celulares distintos: las células B del centro germinal dan 
origen al DLBCL de tipo GC (o centro germinal) y las células B plasmablásticas ya comprometidas 
a diferenciación B son responsables de la génesis del subtipo ABC-DLBCL. El linfoma primario 
mediastinal de células B grandes, un subtipo recientemente identificado, sería originado a partir de 
una población de linfocitos B tímicos medulares174,202-204.   
Así, suele establecerse que la célula iniciadora del cáncer es una célula diferenciada que 
define el fenotipo cancerígeno, de manera que la localización anatómica, la apariencia morfológica 
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y el inmunofenotipo del tumor son los que establecen cuál es la célula origen del cáncer.  Sólo 
recientemente, se ha abierto la posibilidad de que sea una célula stem o progenitora 
hematopoyética, la célula diana de la transformación, origen del DLBCL68. El fenotipo de esta 
célula nada tendría que ver con las células que conforman la masa tumoral.  
4.4. La proteína humana HGAL 
4.4.1. Descubrimiento y expresión 
Mediante la búsqueda de genes predictores del resultado clínico del DLBCL, se identificó y clonó 
un gen nuevo, llamado HGAL (human germinal center-associated lymphoma), también 
denominado GCET2 (germinal-center expressed transcript)82,205.Para ello, se partieron de 
muestras de RNA de biopsias de pacientes con esta enfermedad y se llevó a cabo un análisis de 
expresión génica . Este análisis identificó 234 genes cuya expresión se correlacionaba 
fuertemente con el resultado clínico de pacientes con DLBCL. El gen cuya expresión mejor 
predecía la supervivencia fue HGAL, de manera que pacientes con alta expresión de HGAL 
presentaban una mayor supervivencia.  
Posteriormente,  la expresión de HGAL ha conseguido distinguir un subgrupo de pacientes 
jóvenes con linfoma Hodgkin en los que se relaciona positivamente la expresión de HGAL con una 
mayor supervivencia y supervivencia libre de enfermedad206,207. En el microarray usado para la 
identificación y clonación de HGAL, se concluyó que su expresión era alta en linfocitos del centro 
germinal, intermedia en timo y bazo, y muy baja tanto en pulmón como en linfocitos B periféricos. 
El resto de tejidos expresan trazas de HGAL82 [Figura 6].  
En el caso de líneas celulares establecidas, HGAL se expresa en líneas celulares de 
linfoma no Hodgkin, y no se expresa en líneas T Jurkat o líneas no linfoides. En tumores 
foliculares la expresión de HGAL es alta y, muy variable en el linfoma difuso de células B grandes. 
En otros especímenes como leucemia mieloide crónica o leucemia linfoblástica T, su expresión es 
muy baja82 [Figura 6]. 
Posteriormente, mediante la generación de un anticuerpo monoclonal anti-HGAL 
específico, se corroboró su expresión en citoplasma de linfocitos B del centro germinal en 
muestras de amígdalas humanas y se estudió su expresión en distintos tipos de linfomas, 
encontrándose en linfomas derivados del centro germinal:  foliculares, linfomas Burkitt, linfoma del 
mediastino y en linfomas difusos de células B grandes [Figura 6]. Sorprendentemente se 




   










Figura 6. Expresión de HGAL medida por RT-PCR en tejidos, líneas celulares y diversos cánceres hematológicos. 
HGAL se encontró fundamentalmente expresado en centro germinal y  líneas celulares derivadas del mismo. FCL= linfoma 
folicular, DLBCL= linfoma difuso de células B grandes, CLL = leucemia linfocítica crónica, MZL = linfoma nodal de zona 
marginal, MCL = linfoma de manto, T-LL = linfoma linfoblástico T, GC =centro germinal. La expresión de HGAL es relativa a 
la expresión de HGAL normalizada con GADPH en relación al ratio HGAL/GADPH en la línea celular Raji.  
Adaptada de Lossos, I. S., Alizadeh, A. A., Rajapaksa, R., Tibshirani, R. & Levy, R. HGAL is a novel interleukin-4-inducible gene that strongly 
predicts survival in diffuse large B-cell lymphoma. Blood 101, 433-440, (2003)82. 
 
4.4.2. Estructura 
HGAL es un gen localizado en humanos en el cromosoma 3q13 y codifica para una proteína de 
178 aminoácidos con un 51% de identidad y 62% de similaridad con la proteína M17 presente en 
células de centro germinal de ratón. La proteína HGAL tiene un perfil hidrofílico sin dominio 
transmembrana y carece de secuencia de localización nuclear. Tiene además un motivo ITAM 
(modified immunoreceptor tyrosine- based activation motif). Estos motivos ITAM se encuentran 
normalmente en los dominios citoplasmáticos de receptores transmembrana. La proteína HGAL 
contiene seis residuos de tirosina, dos de los cuales están dentro del dominio ITAM y son 
susceptibles de fosforilación pudiendo mediar interacciones con moléculas SH2. El extremo amino 
terminal es susceptible de sufrir miristilación y palmitoilación, lo que permitiría a HGAL anclarse a 
la membrana plasmática. Presenta también en el extremo carboxilo terminal un dominio PDZ 
frecuente en interacciones proteicas205.  
4.4.3. Funciones 
Muchos estudios se han llevado a cabo recientemente para elucidar los mecanismos y funciones 
en los que se encuentra involucrada la proteína HGAL.  
El ratón knock-out para M17, homólogo murino de HGAL, mostró que la proteína es 
dispensable para la formación y función del centro germinal aunque los ratones presentaban 










































































































































































FCL  DLBCL  CLL MZL  MCL  T-LL  GC 
   
   
             Introducción 
 
 
     33 
Lossos y colaboradores demostraron que HGAL es inducible por la interleucina 4 (IL-4).  
En la forma molecular GCB-DLBCL, la IL-4 induce la expresión de sus genes diana, activa 
transductores de señales y activadores de la señalización de STAT6, incrementando la 
proliferación celular. En cambio, en el subtipo ABC-DLBCL, la IL-4 activa AKT, disminuye la 
proliferación celular por arresto del ciclo celular, no induciéndose la expresión de genes diana de 
la IL-482,210.  
HGAL es una proteína citoplasmática que podría funcionar como proteína adaptadora. 
Tras la estimulación celular, sufre fosforilación en sus tirosinas, reclutando así proteínas 
citosólicas a la membrana celular para formar un complejo de señalización211. Se ha demostrado 
también que se une a las proteínas actina y miosina II del citoesqueleto mediante su extremo 
amino terminal. La interleucina-6 induce la fosforilación de HGAL por la proteína LYN en su 
residuo tirosina del extremo carboxilo terminal. Esto relocaliza a HGAL a los podosomas e 
incrementa su interacción con la miosina I, inhibiendo la migración celular212.  
Dos estudios  adicionales han demostrado que HGAL disminuye la migración celular de 
los linfocitos B del centro germinal:  HGAL es capaz de activar la señalización de RhoA por 
interacción directa con los factores intercambiadores de guanina y LARG, que estimulan el 
intercambio de GDP a GTP responsable del estado activo de RhoA, disminuyendo la movilidad 
celular213. HGAL incrementa la unión de la miosina a la F-actina interaccionando directamente con 
la actina y las cadenas pesadas y ligeras de la miosina e inhibe la habilidad de la miosina para 
translocar la actina214. Parece, por tanto, que HGAL es necesario para el mantenimiento del centro 
germinal y para el confinamiento de los linfocitos B al microambiente del mismo215. Al mismo 
tiempo, se ha demostrado que BLIMP1, un factor de transcripción con dedos de zinc responsable 
de la diferenciación de los linfocitos B a células plasmáticas, inhibe la expresión de HGAL 
mediante interacción directa con el promotor del mismo, pudiendo ser responsable de la ausencia 
de expresión de HGAL en tumores linfoides post-centro germinal216.  
Los efectos de HGAL en la inhibición de la migración celular están, en parte regulados por 
miR-155, un miRNA implicado en las respuestas inmunes y en linfomagénesis. Así, disminuye la 
expresión de HGAL uniéndose a su región 3´UTR (untranslated region)217.  
Podemos concluir que HGAL parece tener un papel clave en linfocitos B del centro 
germinal, donde inhibe la movilidad de los mismos. Sin embargo, estos resultados no explican la 
relevancia biológica de la expresión de HGAL en el centro germinal. La presencia de motivos 
ITAM, frecuentes en la transducción de señales del receptor de linfocitos B, ha hecho pensar que 
HGAL podría participar en esta vía. Hasta la fecha, se desconoce si se trata de un oncogén y de si 
presenta algún papel real en la génesis del DLBCL, fundamentalmente porque no existen modelos 
animales que estudien la función de la proteína humana HGAL ni su implicación en el DLBCL 
mediante su sobreexpresión o pérdida de función.  
  
   




4.5. Modelos de ratón de DLBCL 
Para poder entender la génesis  y el mantenimiento del cáncer y poder avanzar en las terapias 
anticancerosas, los modelos murinos son indispensables. Un buen modelo animal debe reproducir 
el fenotipo del DLBCL encontrado en humanos, debe constar de síntomas clínicos similares a los 
del humano y, por último, la terapia utilizada debería ser efectiva en el humano y en el modelo 
animal. 
Existen algunos modelos animales que tienen características similares en algún aspecto al 
DLBCL, pero ninguno parece cumplir estrictamente con todos los criterios mencionados 
anteriormente. Y es que, muchos fallan a la hora de seleccionar las lesiones genéticas iniciadoras 
del cáncer, usando algunas que no se encuentran en este tipo de linfomas en humanos. Pero, 
además, la mayoría de investigadores han pensado y, todavía piensan, que el DLBCL surge en 
una célula diferenciada que define el fenotipo cancerígeno. Por ello, casi todos los modelos 
murinos están diseñados para dirigir la expresión de los oncogenes a células diferenciadas, 
fundamentalmente linfocitos B del centro germinal. Sin embargo, estos modelos  no reproducen ni 
la genética ni la biología del DLBCL. A continuación, citaremos algunos de los modelos más 
relevantes que han sido publicados en los últimos años: 
§ Inyección de líneas celulares humanas de DLBCL en ratones inmunocomprometidos. Con el 
objeto de estudiar si la inhibición de STAT3 podría constituir una estrategia terapéutica en el 
tratamiento del DLBCL, se inyectó la línea celular humana Ly3 de DLBCL en ratones desnudos, 
NOD/SCID ó NOD/SCID IL2Rγ-null con el fin de probar la eficacia de los inhibidores de STAT3. 
Los investigadores de este trabajo quisieron validar los resultados in vitro con un supuesto 
modelo in vivo, sin embargo, hay que tener en cuenta que los  xenografts son modelos 
limitados que carecen de muchas de las características fundamentales de los tumores reales 
como la vasculatura y el sistema inmune y no pueden ser utilizados para entender las etapas 
iniciales de la génesis del cáncer218. 
§  Modelo IµHABCL6. Ratón knock-in de Bcl6 que usa el promotor Iµ de la cadena pesada de la 
inmunoglobulina (IgH) para dirigir la expresión constitutiva de Bcl6 a las células B diferenciadas, 
tratando de mimetizar así la translocación cromosómica (Bcl6/IgH) encontrada en el DLBCL en 
humanos. Los ratones presentan un incremento en la formación de centros germinales, una 
disminución  del número de células plasmáticas y  síndrome linfoproliferativo que culmina en el 
desarrollo de linfomas con características de DLBCL, muriendo a partir de los 13 meses. Sin 
embargo, los ratones han de ser inmunizados semanalmente para que puedan desarrollar la 
patología. Los tumores son IgM+IgD+CD43- con una expresión variable de Bcl6 y Mum1/Irf4 y 
CD138- y con frecuentes alteraciones cromosómicas: trisomía de los cromosomas 13 y 15 y 
translocación t(12;15)219. 
   
   
             Introducción 
 
 
     35 
§  Modelo Cγ1-cre/Blimp1FF/IKK2castopFL.  Triple transgénico condicional basado en el locus 
ROSA26, que dirige la expresión de los alelos IKK2castopFL y Blimp1F a células B en los 
primeros estadios de la reacción del CG.  La recombinación por Cre, promueve la expresión del 
alelo IKK2castopFL por la eliminación del casete STOP que lo precede y la pérdida de expresión 
de Blimp1, ambos monitorizados por las proteínas fluorescentes GFP e YFP, respectivamente. 
IKK2castopFL codifica para la proteína IKK2, que activa a su vez de forma constitutiva la vía de 
NF-κβ,  y Blimp1F codifica para la proteína BLIMP1. Así, se estudia si la activación constitutiva 
de la vía canónica de NF-κβ supuestamente colaboraría con la pérdida de BLIMP1 en el 
desarrollo de DLBCL subtipo ABC. El doble transgénico  Cγ1-cre/IKK2castopFL exhibe 
hiperplasia de células plasmáticas, mientras que el ratón Cγ1-cre/Blimp1FF desarrolla supuesto 
DLBCL del tipo ABC, presentando esplenomegalia, hepatomegalia y linfoadenopatías con 
tumores clonales que son CD138- CD19+ IRF4+ y BCL6- . El triple transgénico Cγ1-
cre/Blimp1FF/IKK2castopFL presenta el mismo fenotipo que el anterior de manera exacerbada220.  
 
§ Modelo Bad -/-. Modelo knockout de Bad (BH3-only), gen que codifica para una molécula 
proapoptótica. El ratón presenta un desarrollo linfoide normal pero sus linfocitos B proliferan 
menos en respuesta a la estimulación con IgM y producen menor cantidad del isotipo IgG. Con 
la edad, el ratón  desarrolla tumores que son clonales y presentan un inmunofenotipo CD19+ 
CD43- B220+ BCL6+221. 
 
§ Modelo Riz1-/-. Ratón knockout de Prdm2, que codifica para RIZ1 y RIZ2. RIZ1 (retinoblastoma 
protein-interacting zinc finger) es una metiltransferasa involucrada en regular la expresión 
génica. Se ha visto que su expresión se encuentra silenciada en cánceres humanos, aunque 
no en el DLBCL, en concreto. De un total de 14 animales, 8 desarrollaron tumores a la edad de 
20 meses. Histológicamente, los tumores pierden la arquitectura y son reemplazados por 
células linfomatosas malignas de forma irregular, variables en tamaño, y con núcleos alargados 
y nucleolos prominentes. Dichos tumores son clonales, BCL6+ y su apariencia histológica 
coincide con el DLBCL de tipo centroblástico222.  
§  Modelo H2- Ld -IL-6 Tg. Ratones transgénicos que sobreexpresan la interleuquina IL-6 bajo el 
promotor del gen Ld del complejo mayor de histocompatibilidad (H2-Ld). A una edad de 18 
meses, los ratones exhiben linfoproliferación y plasmacitosis y desarrollan fundamentalmente 
plasmocitomas en nódulos linfáticos, placas de Peyer y bazo. Estos tumores constan de la 
translocación t(12;15) y no expresan IgA. Un 30% de los ratones parece desarrollar linfomas 
foliculares y DLBCL, que a veces, coexisten con los plasmocitomas223.  
§  Modelo pEµ-B29-TCL1. Modelo murino que sobreexpresa el gen Tcl1 bajo un enhancer de la 
cadena pesada de las inmunoglobulinas. TCL1 ha sido relacionado fundamentalmente con 
patologías T y sólo recientemente se ha encontrado sobreexpresado en linfomas no Hodgkin 
  
   




derivados del centro germinal. En este modelo se lograron niveles de sobreexpresión similares 
en células B y T para poder estudiar su papel en linfomas B. Los ratones desarrollan supuestos 
DLBCL o linfoma de tipo Burkitt a partir de los 4 meses con una alta penetrancia, exhibiendo un 
fenotipo de célula B madura BCL6+ IgM+ B220low CD5lowe hipermutación somática224.  
§ Modelo iMycEµ. La trangénesis en estos ratones se lleva a cabo mediante la inserción del gen 
Myc en el locus de la cadena pesada de las inmunoglobulinas para intentar mimetizar así la 
translocación humana t(8;14)(q24;q32). A la edad de 6 meses, los ratones presentan un 
incremento de la proliferación de células B y supuestamente desarrollan distintos tipos de 
neoplasias B: linfomas linfoblásticos B IgM+, DLBCL BCL6+ y plasmacitomas CD138+ con una 
incidencia del 68% a los 21 meses225,226.  
§ Modelo Eµ-BRD2. Los investigadores de este trabajo, en base a los altos niveles de 
autofosforilación de la proteína BRD2 presente en líneas celulares humanas leucémicas y 
blastos primarios, decidieron desarrollar un modelo transgénico de ratón que sobreexpresara el 
gen codificante de BRD2 bajo el control de un enhancer de la IgH, logrando altos niveles de 
expresión en bazo. Los ratones desarrollaron supuestos tumores clonales con características 
de linfocitos B B-1: CD5+ IgM+ . Presentaron esplenomegalia y la arquitectura esplénica se 
encontraba alterada e invadida por poblaciones linfoides227.  
§  Modelo transgénico de MCL1. Mcl1 es un gen de la familia Bcl2 que promueve la viabilidad y 
la inmortalización celulares. En vista a que Bcl2 se encuentra sobreexpresado en un 15% de 
los casos de DLBCL como consecuencia de la translocación t(14;18)(q32;q21), se generó un 
ratón transgénico que sobreexpresaba el gen Mcl1 prácticamente de forma ubicua, en células 
linfoides y mieloides diferenciadas y en sus progenitores. Por ello, la tumorogénesis podría 
deberse a esta sobreexpresión tan forzada y ubicua. A pesar de ello, los ratones desarrollaron 
linfoma con una latencia muy alta, a partir de los 2 años y sólo la mitad eran supuestos 
linfomas difusos de células B grandes, con reordenamientos clonales del locus JH y tumores 
B228.  
Todos estos modelos transgénicos se han generado partiendo de la hipótesis de que el 
DLBCL se origina en una célula B diferenciada,  reproduciendo sólo alguna característica de la 
clínica pero no toda su sintomatología. Además, los transgenes utilizados no se corresponden con 
alteraciones genéticas que generan el DLBCL. Son genes pro u antiapoptóticos como Mcl1 o Bad, 
respectivamente, que confieren alguna ventaja a la célula que los porta respecto al resto ó IL-6, 
que es un factor de crecimiento. RIZ1, TCL1 ó BRD2 son proteínas que ni siquiera han sido 
relacionadas con el DLBCL humano. Tan sólo los modelos que sobreexpresan Bcl6 o Myc o que 
mantienen constitutivamente activa la vía de NF-κβ a la vez que inactivan BLIMP1 se aproximan 
más a la realidad, pues todas estas alteraciones han sido descritas en el DLBCL humano.  
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Pero como hemos mencionado anteriormente, para reproducir fielmente el cáncer de 
humanos en ratones, no sólo debemos escoger adecuadamente la alteración genética 
responsable de la transformación oncogénica sino también la célula iniciadora del cáncer, donde 
tiene lugar el primer evento oncogénico. Hasta la fecha, ningún modelo animal ha sido capaz de 
reproducir el DLBCL en todos sus aspectos y que, por tanto, pueda ser usado tanto para entender 
el desarrollo de la enfermedad como para la génesis de nuevas terapias. 
5. LMO2 Y SU PAPEL EN LA GÉNESIS DE LA T-ALL  
5.1. El desarrollo linfoide T 
El desarrollo de los linfocitos T en mamíferos es un proceso complejo que comienza en la médula 
ósea o el hígado fetal, donde precursores pluripotentes, LSKs migran al timo para llevar a cabo su 
diferenciación. Estás células se denominan precursores T tempranos (Early T-cell precursors o 
ETPs) que se diferenciarán de dobles negativos a dobles positivos y positivos simples a través del 
microambiente del timo.  
Los linfocitos T doble negativos (DN), carecen de los correceptores CD4 y CD8 y se 
pueden dividir en cuatro estadios de diferenciación, dependiendo de la expresión de los 
marcadores CD44 y CD25: DN1, CD44+CD25-, DN2, CD44+CD25+, DN3, CD44-CD25+ y DN4, 
CD44-CD25-229.  
Los linfocitos T DN son los responsables de originar células con un TCR (receptor de 
linfocitos T) que puede ser αβ o γδ mediante un proceso de reorganización VDJ de los genes que 
codifican para las cadenas α, β, γ y δ del TCR230. Las células T αβ se convertirán en linfocitos T 
CD4, CD8, natural killers (linfocitos NKT) o células T reguladoras (regulatory T cells o células 
TReg.)231. 
Los linfocitos con TCR tipo αβ,  a medida que el locusβ  del TCR comienza a reordenarse, 
el linfocito T DN1 comienza a expresar CD25 y se convierte en un linfocito T DN2. Este tipo celular 
comienza a expresar CD3 y cesa de expresar c-kit y CD44 y se convierte en un linfocito T CD3. 
Los linfocitos T en estadio DN3 son los primeros en expresar un preTCR232,233, con una cadena β y 
una α codificada por un locus aún no reordenado. Este preTCR necesita de la acción de las 
proteínas RAG1 y RAG2 (Recombination Activating Gene)234,235. Se requiere de una señalización 
activa para la maduración de estos linfocitos T, proceso denominado selección de la cadena β del 
TCR. Son los linfocitos T en estadios de DN3 y DN4 los que, tras una serie de divisiones y 
recombinación del locus del TCRα, producen un receptor ya maduro αβ. Comienzan también a 
tener los correceptores CD4 y CD8, constituyendo la población de linfocitos T dobles positivos 
(DP) que constituyen el 90% de los linfocitos presentes en el timo230 [Figura 7].  
  
   




De este gran número de linfocitos, sólo aquellos que sean más óptimos para funcionar en 
el individuo, serán seleccionados para madurar y migrar a otros tejidos fuera del timo236. Esta 
selección se lleva a cabo mediante la interacción con células epiteliales de la corteza tímica que 
presentan gran cantidad de moléculas MHC clases I y II asociadas con auto-péptidos237,238. El 
destino de los linfocitos T dobles positivos dependerá de la señalización que media la interacción 
entre el TCR con estos complejos péptido-MHC : aquellos linfocitos T (la mayoría de ellos) que 
presentan un TCR que interactúa pobremente con complejos péptido-MHC son eliminados; 
aquellos que reconocen fuertemente los complejos sufren un proceso de selección negativa y 
mueren por apoptosis ya que podrían generar patologías autoinmunes y, finalmente, aquellas 
células que expresan preTCRs que reconocen esos auto-ligandos y generan señales con 
intensidad intermedia, sufren un proceso de selección positiva que culminará en una 
diferenciación específica hacia linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+.  
Durante el proceso de selección positiva, las células T que reconocen complejos péptido-
MHC clase-I preservan la expresión de CD8, el correceptor que se une a la molécula MHC-I, y 
pierden la expresión de las moléculas de CD4. A la inversa, las células que reconocen complejos 
péptido-MHC clase-II preservan la expresión de CD4 y pierden la de CD8. Estas células ya están 
preparadas para migrar de la médula del timo a otros sitios linfoides periféricos239.   
El proceso de diferenciación de célula madre hematopoyética a célula T CD4 o CD8 es un 
mecanismo finamente regulado que depende de la regulación espacio-temporal de la expresión de 
multitud de factores de transcripción y de vías de señalización. Es importante señalar la existencia 
de una plasticidad celular, de manera que las células que sufren el proceso de diferenciación de 
ETPs a estadios DN2 aún pueden abandonar la vía de diferenciación hacia linfocito T y 
diferenciarse a otros estadios como células mieloides, mastocitos, dendríticas o linfocitos NK240. 
Sólo al final del estadio DN3, se establece su diferenciación definitiva. Por tanto, son genes vitales 
para el desarrollo de los precursores pretímicos, pero deben ser silenciados una vez que las 
células progresan a los estadios DN2a y DN2b. Estos genes son: Sfpi1, que codifica para PU.1, 
genes que codifican para la familia de las proteínas SCL, Gata2, ID2 y el gen codificante de 
C/EBPα denominado Cebpa. Todos estos factores son regulados a la baja antes del proceso de 
selección β o γδ y sus niveles de expresión así como el tipo celular en que se expresen, 
determinarán el destino de diferenciación celular241-246 [Figura 7]. 
El epitelio del timo aporta una combinación de ligandos de receptores y factores de 
crecimiento necesarios para el desarrollo de linfocitos T. Los ligandos para los receptores NOTCH, 
DLL1 y DLL4 son los más importantes, junto con SCF e IL-7, que son piezas clave en los primeros 
estadios de diferenciación231,247. Así, la expresión de KIT y de IL-7Rα  es esencial en los primeros 
estadios hasta la selección β248,249 [Figura 7]. 
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Como hemos señalado, la vía de señalización de NOTCH es la clave en regular 
positivamente la vía de diferenciación T. El dominio intracelular de NOTCH, NotchIC, convierte al 
factor de transcripción RBPJ en un activador247,250. El complejo Notch-RBPJ activa genes del linaje 
T, como aquellos que codifican para marcadores de los estadios DN2 y DN3, entre los que están 
Ptcra o Cd25251-253. NotchIC es el único regulador conocido capaz de dirigir un desarrollo T 
ectópico cuando es sobreeexpresado. 
Existen diversas familias de factores de transcripción que colaboran con NOTCH en el 
desarrollo T, como son GATA3254, MYB255, RUNX1-CBFβ256, E2A (codificada por Tcef2a) y HEB 
(codificada por Tcf12)257,258, TCF1 (codificado por Tcf7)259, GFI1260 y miembros de la familia 











Figura 7. Representación esquemática de los principales pasos de diferenciación desde estadio ETP a DN4. La 
señalización promovida por NOTCH-DLL y las proteínas E es esencial en la transición desde estadio ETP hasta la 
selección β. Se muestran los cambios en expresión de los principales genes involucrados en esta vía en el interior de los 
paneles azules (expresión al alza) y grises (expresión a la baja). Las flechas con puntos suspensivos indican las 
alternativas de diferenciación celular presentes aún en el estadio DN2 así como en la transición de DN3a a DN2.  
Adaptada de Rothenberg, E. V., Moore, J. E. & Yui, M. A. Launching the T-cell-lineage developmental programme. Nature reviews. 
Immunology 8, 9-21 (2008)231. 
 
Así, tras la plasticidad de la transición de los ETPs a los estadios de DN2, el estadio DN3 
marca un límite, no sólo porque la mayoría de genes específicos de células T se activan 
completamente, sino porque las células pierden la opción a diferenciarse a otros tipos celulares 
que no son T y dejan de proliferar. El paso de DN2 a DN3 requiere del complejo RUNX1-CBFβ, 
junto con Myb, Gata3, Bcl11b, necesarios para el reordenamiento definitivo del gen TCRβ255,262,263. 
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Otros genes necesarios son Ets1, Ets2 y SpiB, regulados a la baja a su vez por PU.1241,244,264. En 
el estadio DN3 es donde se produce el pico de expresión de los genes diana del complejo Notch-
RBPJ y proteínas E, como Deltex1, Rag1, Hes1 y Ptcra. En este estadio son también claves el 
gen Myc y la vía de la fosfoinositol 3-quinasa265-267. Las proteínas E, E2A y HEB mantienen un 
arresto proliferativo en el estadio DN3, activando la expresión de factores inhibitorios del 
crecimiento como SOCS1 y SOCS3. Este arresto es necesario como un mecanismo de control 
antes de la selección β (β checkpoint) y tanto E2A como HEB, parecen ser claves en hacer la 
transición DN2 a DN3, irreversible258 [Figura 7]. 
A partir de la selección β o γδ, los cambios en la regulación génica dependen de señales 
del TCR y la identidad de linaje T ya está completamente establecida. Ni el microambiente del timo 
ni factores de transcripción específicos del estadio DN3 son necesarios para mantener la identidad 
T de las células. La transcripción de genes dependiente de la señal de NOTCH se hace 
dispensable, la actividad de las proteínas E se reduce y muchos factores de transcripción que han 
sido necesarios en estadios tempranos de célula T se ven reducidos o desaparecen250,268.  
5.2. La señalización del receptor de linfocitos T  
La vía de señalización del receptor de linfocitos T comienza con el reconocimiento del ligando, 
dando lugar a la activación de la quinasa LCK de la familia de las quinasas SRC. LCK se asocia 
con el complejo TCR-CD3/ζ además de con los colas citoplasmáticas de CD4 y CD8. LCK, una 
vez activa, fosforila los motivos ITAM de CD3/ζ, lo que permite la unión de la proteína ZAP70 a 
través de sus dominios SH2. Ésta, es reclutada y fosforilada por LCK. Una vez activada, ZAP70 
activa fosforila a la proteína adaptadora LAT además de otros enzimas y adaptadores. Esto lleva 
al incremento de la concentración intracelular de calcio, que provoca la translocación nuclear de 
los factores de transcripción NFAT y activación de la vía de las MAPK quinasas. Se activan así 
genes necesarios para la función de los linfocitos T269-273. 
5.3. La leucemia linfoblástica T aguda  
5.3.1. Definición, epidemiología, clínica e inmunofenotipo 
La leucemia linfoblástica T aguda (T-ALL) es un tipo de cáncer hematológico agresivo de 
linfoblastos comprometidos al linaje de célula T. Por convención, el término linfoma se usa cuando 
la patología no involucra ni sangre ni médula ósea y, leucemia, si ambos están afectados. Un 
porcentaje superior a 25% de blastos en médula ósea se usa como umbral o criterio clínico para 
definirla como leucemia177.  
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En términos epidemiológicos, la T-ALL afecta, en humanos, fundamentalmente a niños y 
adolescentes, siendo un 10-15% de los casos pediátricos y un 25% de los casos adultos de 
leucemias linfoblásticas agudas, más frecuente en varones que en mujeres.  
Clínicamente se caracteriza por un conteo alto de células blancas, número incrementado 
de blastos que infiltran médula ósea, nódulos linfáticos agrandados, hepatoesplenomegalia, 
masas mediastínicas grandes y una frecuente infiltración del sistema nervioso central en el 
momento del diagnóstico177. El aspecto de las células en los frotis sanguíneos es bastante 
variable: blastos de pequeño a mediano tamaño con cromatina nuclear muy condensada y 
nucleolo pequeño o, bien, blastos grandes con abundante citoplasma claro, cromatina fina y 
dispersa y nucleolo prominente. En la médula ósea, los linfoblastos tienen un alto ratio núcleo-
citoplasma, membrana nuclear fina, cromatina fina punteada y nucleolo pequeño. Las mitosis son 
abundantes.  
El inmunofenotipo muestra que los linfoblastos expresan de forma variable CD1a, CD2, 
CD3, CD4, CD5, CD7 y CD8.  CD4 y CD8 suelen coexpresarse y la mayoría expresan CD3 y CD7 
(marcadores de linaje T). Son TdT positivos (marcador específico de precursores inmaduros de 
células T), usándose también CD99, CD34 y CD1a como marcadores de precursores. En 
ocasiones, pueden coexpresar marcadores aberrantes de otros linajes como el B, CD79a y 
mieloides, CD13 o CD33177.La leucemia linfoblástica T puede clasificarse en distintos subtipos de 
diferenciación en función de la expresión de marcadores: pro-T (cCD3+, CD7+, CD2-, CD1a-, 
CD34+/-); pre-T (cCD3+, CD7+, CD2+, CD1a-, CD34+/-); cortical T (cCD3+, CD7+, CD2+, CD1a+, 
CD34-) y medular T (cCD3+, CD7+, CD2+, CD1a-, CD34-, CD3+). Los estadios pre-T y pro-T son 
doble negativos para CD4 y CD8 mientras que el cortical es doble positivo. El medular expresa 
sólo CD4 o CD8177.  
La supervivencia con tratamiento de quimioterapia es del 75% en niños y del 50% en 
adultos274. Los pacientes que recaen suelen desarrollar resistencia a la quimioterapia, por lo que 
es muy importante entender los mecanismos moleculares que causan y dirigen esta enfermedad. 
La transformación que sufren las células hacia fenotipos malignos es un proceso que requiere de 
muchos pasos con alteraciones genéticas y epigenéticas que afectan al control del ciclo celular, al 
mantenimiento de la célula madre hematopoyética además de a la proliferación, diferenciación y 
supervivencia celulares. 
5.3.2. Patogénesis molecular 
Durante las últimas décadas se han descrito numerosas translocaciones cromosómicas que 
involucran genes de receptores de linfocitos T (TCR). Esto resulta en el control de reguladores 
transcripcionales por promotores y enhancers de los genes del TCR275.  Algunos ejemplos son 
  
   




TAL1, LYL1 o LMO2. En la Tabla 3 se describen las translocaciones más frecuentes en T-ALL que 
involucran genes del receptor de linfocitos T276,277.   
Pero además de estas translocaciones, hay otras que generan fusiones génicas que dan 
lugar a nuevas proteínas con nuevas funciones. Es el caso de las translocaciones de los genes 
HOX11L2 y BCL11B t(5;14)(q35;q32)278  y HOX11L2 y CDK6 t(5;7)(q35;q21)279 y de las fusiones 
EML1-ABL1280, ETV6-ABL1281, NUP214-ABL1282, ETV6-JAK2283, CALM-AF10284 y MLL-ENL285. 
Tabla 3.Translocaciones más frecuentes en T-ALL que involucran genes del TCR 
 
 
Existen otras muchas alteraciones genéticas que conllevan pérdida de función de muchas 
proteínas, por deleción de genes, mutaciones inactivantes o hipermetilación de los mismos. El 
ejemplo más conocido y que se presenta con mayor frecuencia en este tipo de leucemias es 
CDKN2A/B, un conocido supresor de tumores286, que también puede verse silenciado como 
consecuencia de su hipermetilación287.  PTEN es una proteína fosfatasa que actúa como supresor 
tumoral en la vía de señalización de PI3K/AKT, específicamente PTEN defosforila e inactiva la 
Gen afectado Reordenamiento genético TCR afectado 
TAL1 
t(1;14) (p32;q11) TCR α 
t(1;7) (p32;q34) TCR β 
TAL2 t(7;9) (q34;q32) TCR β 
LYL1 t(7;19)(q34;p13) TCR β 
BHLHB1 t(14;21)(q11.2;q22) TCR α 
LMO1 
t(11;14)(p15;q11) TCR α/δ 
t(7;11) (q34;p15) TCR β 
LMO2 
t(11;14) (p13;q11) TCR α/δ 
t(7;11)(q35;p13) TCR β 
LMO3 t(7;12)(q34;p12) TCR β 
TLX1 
t(10;14)(q24;q11) TCR δ 
t(7;10)(q34;q24) TCR β 
HOXA10 
t(7;7)(p15;q34) TCR β 
t(7;14)(p15;q11) TCR δ 
C-MYB t(6;7)(q23;q34) TCR β 
NOTCH1 t(7;9)(q34;q34.3) TCR β 
C-MYC t(8;14)(q24;q11) TCR α 
LCK t(1;7)(p34;q34) TCR β 
CCDN2 
t(7;12)(q34;p13) TCR β 
t(12;14)(p13;q11) TCR α 
TCL1A t(14;14)(q11;q32.1) TCR α 
NKX2-5 t(5;14)(q35;q11) TCR α 
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quinasa AKT1. Se han descrito mutaciones que dan lugar a su inactivación en un 5%-10% de los 
casos con T-ALL. Otros genes, entre los que se encuentran más supresores de tumores, que 
sufren mutaciones inactivantes o deleciones son: FBXW7288, RB1289, WT1290, PHF6291, 
CDKN1B292, LEF1293, BCL11B294, RUNX1295 y NF1296, que codifica para un regulador negativo de 
la vía de RAS y se encuentra delecionado o mutado en un 3% de los casos. 
CDKN2A/B, se sitúa en el cromosoma 9 humano, y han sido muchas las alteraciones 
descritas en el brazo corto de este cromosoma relacionadas con leucemia linfoblástica T. Así, por 
ejemplo, se han detectado deleciones en el cluster del gen del Interferón IFNA1297,298 y deleción 
del gen MTAP299. 
Otras alteraciones, involucran los genes HOXA300 además de  duplicaciones génicas y 
translocaciones de C-MYB301 que conducen a su sobreexpresión302. 
El oncogén MYC se activa en el 1% de los casos de leucemias linfoblásticas como 
consecuencia de la translocación t(8;14)(q24;q11)303. Además de activarse por translocación, está 
activo en las leucemias linfoblásticas T porque es una diana directa del receptor transmembranal 
NOTCH1267.  
Pero sin lugar a duda, la vía más activa en este tipo de neoplasias es la vía de NOTCH 
que se halla totalmente desregulada304. NOTCH1 es un receptor transmembrana, esencial para el 
desarrollo de células T, la supervivencia de los timocitos y su proliferación305. La primera vez que 
fue relacionado con leucemia linfoblástica T fue en la translocación t(7;9)(q34;q34.3)306. Más 
adelante se vio que en el 50% de los casos de leucemia linfoblástica T existen mutaciones en 
NOTCH1 que dan lugar a su activación304.  Sin embargo, todo parece indicar que las mutaciones 
en NOTCH1 son un evento secundario que acelera la progresión tumoral y se requieren de otros 
eventos oncogénicos iniciales para la génesis de la leucemia T.  
NOTCH1 además activa otros genes y vías de señalización, entre los que están MYC266, 
la vía de mTOR307 y la señalización por PI3K/AKT308. Uno de los genes diana de la señalización 
por NOTCH1 mejor caracterizados es el represor transcripcional HES1309-311 que parece ser 
necesario para el desarrollo y mantenimiento de la leucemia linfoblástica T. Esta proteína reprime 
la deubiquitinasa CYLD, que es un regulador negativo de IKK, por lo que se mantendría la 
activación de la vía de NF-Kβ en la leucemia T. 
Recientemente, se ha descrito un subtipo de leucemia linfoblástica T denominado ETP-T-
ALL (del inglés Early T-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia), una leucemia muy agresiva 
caracterizada por un inmunofenotipo inmaduro (marcadores de precursores tempranos de células 
T), con una expresión aberrante de marcadores mieloides y de células madre y un perfil de 
expresión génica totalmente distinto a la leucemia T clásica. Molecularmente, se ha encontrado 
  
   




una señalización anómala de las vías de RAS y receptores de citoquinas (NRAS, KRAS, FLT3, 
JAK1, JAK3 y IL7R), mutaciones en genes modificadores de la cromatina, concretamente 
componentes del complejo Polycomb PRC2 (EZH2, EED y SUZ12) y mutaciones inactivantes de 
genes involucrados en el desarrollo hematopoyético como GATA3, ETV6, RUNX1 y IKZF1312-314.  
Además de alteraciones en el genoma, existen cambios epigéneticos ligados a la leucemia 
linfoblástica T aguda. Es el caso de la hipermetilación de las islas CpG de promotores de genes 
supresores de tumores como CDKN2B287, SYK315, C/EBPA316, PAX5317, ABCG2318 y 
CDKN1A319.La metilación del DNA es llevada a cabo por las metiltransferasas DNMT, incluyendo 
la DNMT1 para el mantenimiento de la metilación del DNA y las DNMT3A y DNMT3B para la 
metilación de novo. Recientemente se han encontrado mutaciones en DNMT3A en los casos de 
leucemias tipo ETP320. 
Otra modificación epigénetica clave es la de las histonas en sus dominios globulares y 
colas, modificaciones que incluyen acetilación, metilación, fosforilación, ubiquitinación, 
sumoilación, deiminación. Estas modificaciones son llevadas a cabo por enzimas específicas que 
se han visto alteradas en  muchos casos de leucemias T. La acetilación de las histonas se 
relaciona con regiones activas transcripcionalmente hablando y es llevada a cabo por histona 
acetiltransferasas (HAT) y retirada por las deacetilasas (HDAC). En cambio, la metilación se 
asocia con un estado activo o reprimido de la expresión génica dependiendo del grado de 
metilación y el residuo de lisina que es metilado. Son las histona metiltransferasas (HMT) las que 
metilan las histonas y los grupos metilo son eliminados por las desmetilasas (HDM)321.   
EZH2 forma parte del complejo polycomb represor PRC2 y  presenta actividad histona 
metiltransferasa. Se han descrito mutaciones inactivantes y deleciones de este gen y cofactores 
en leucemias linfoblásticas T322 y su actividad como supresor tumoral se ha confirmado usando un 
modelo murino knockout condicional de Ezh2 que desarrolla leucemias T de manera espontánea. 
BMI1 forma parte del complejo polycomb PRC1 y se han detectado mutaciones en los casos de 
leucemias inmaduras T320. MLL1 es una histona metiltransferasa que regula positivamente la 
transcripción génica. La familia de los genes HOX es una de sus dianas principales, genes 
involucrados en la diferenciación hematopoyética y en la génesis de leucemias. Se han 
encontrado numerosas aberraciones cromosómicas que dan lugar a fusiones génicas que 
involucran MLL1, como MLL1-AF4 y MLL1-ENL, presentes en un 5% de los casos de leucemias 
linfoblásticas T, donde además los niveles de las proteínas HOXA se encuentran incrementados. 
MLL2 es otra metiltransferasa de la familia Trithorax cuyo gen se ha visto mutado en un 10% de 
los casos de adultos de T-ALL320. Finalmente, la acetiltransferasa EP300 y la metiltransferasa 
SETD2 han sido descritas mutadas en casos de T-ALL de tipo inmaduro313.  
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5.3.3. Cell-of-origin de la T-ALL 
Tradicionalmente, siempre se ha pensado que el origen celular de la leucemia linfoblástica T son 
progenitores linfoides comprometidos al linaje T, arrestados en el mismo estadio celular que la 
masa de células tumorales, de manera que el fenotipo del tumor refleja la célula originadora de la 
T-ALL. De hecho, recientemente se han clasificado los distintos subgrupos de T-ALL en función de 
la huella de expresión génica impuesta por los distintos oncogenes responsables de la T-ALL323,324.  
En el caso concreto de las leucemias linfoblásticas conducidas por LMO2, éstas se piensa 
que se originan en progenitores linfoides T por translocaciones cromosómicas aberrantes durante 
el proceso de reordenamiento de los genes VDJ del TCR83,84,325,326. No obstante, los protocolos de 
terapia génica que dieron lugar a la T-ALL por activación retroviral de LMO2 en tratamiento de 
pacientes con síndrome SCID-X1, claramente identifican la célula de origen en una HSC o célula 
madre hematopoyética327. 
Muchos grupos de investigación se han dedicado a intentar identificar los marcadores de 
las denominadas Leukemia-initiating cells o “L-ICs” o células iniciadoras de la leucemia usando 
para ello modelos xenografts. Así, se ha encontrado que las células CD34+/CD4-/CD7- eran las 
únicas capaces de injertar y repoblar ratones NOD/SCID tras varios pases manteniendo su 
inmunofenotipo sugiriendo que son células más indiferenciadas las que sufren la transformación 
leucémica328. Sin embargo, otros grupos identificaron las células CD34+ CD7+ como la fracción 
enriquecida en L-ICs con mayor capacidad de proliferación y respuesta a drogas329. Chiu y 
colaboradores concluyeron que eran las células CD7+ CD1a- las que contenían la actividad L-IC 
siendo las responsables de la recaída tras la terapia anticancerosa330. Sin embargo, lo que estos 
grupos de investigación han denominado como “L-ICs”, por su capacidad de injertar y resistir la 
terapia anticancerosa, son en realidad la fracción de CSC con capacidad de autorrenovación y 
diferenciación responsables de la recaída tras la quimioterapia, pero posiblemente no tienen nada 
que ver con la célula origen de la T-ALL. 
Otros investigadores han usado ratones transgénicos que sobreexpresan oncogenes 
humanos relacionados con la T-ALL bajo promotores de célula diferenciada o progenitor 
comprometido: CD2 o LCK. Ambos grupos apuntan a que las células diana de la transformación 
por el oncogén adquieren las capacidades de autorrenovación y diferenciación típicas de células 
madre, de manera que el acúmulo de mutaciones genéticas adicionales las transforma en células 
madre leucémicas331,332. En otro trabajo publicado sobre la T-ALL, se afirmó que la célula de 
origen diana de la transformación afectaba en gran medida la selección genética en tumores. Se 
usó para ello la mutagénesis mediante transposones y tres líneas transgénicas Cre para inducir la 
expresión de la transposasa SB en diferentes estadios de diferenciación T: célula madre 
hematopoyética, estadio de doble negativo o estadio de doble positivo. Este trabajo concluía 
afirmando que para poder generar un modelo murino que recapitulara un tipo de cáncer humano, 
  
   




no sólo era necesario introducir las mutaciones genéticas específicas sino también realizarlo en la 
célula de origen apropiada333.  
5.4. La proteína LMO2 
5.4.1. Descubrimiento  
Las translocaciones cromosómicas son una característica común de las neoplasias linfoides, y 
éstas suelen ocurrir en genes receptores de antígenos, como son los receptores de linfocitos T o 
las inmunoglobulinas en linfocitos B. Los genes adyacentes a los puntos de ruptura cromosómica 
se convierten así en potenciales oncogenes. 
La translocación t(11;14) (p15;q11) fue descrita hace casi 3 décadas en un paciente con 
leucemia T334. Las secuencias génicas que flanquean los puntos de ruptura cromosómicas 
presentan una combinación perfecta entre secuencias consenso de heptámeros sugiriendo que se 
produce un error de la enzima recombinasa durante el proceso normal de reordenamiento de los 
segmentos VDJ, de manera que la translocación ocurre entre cromosomas, en lugar del 
reordenamiento normal intracromosómico. El gen humano δTCR, localizado en el locus 14q11 del 
cromosoma 14 se ve afectado como consecuencia de esta alteración. 
La línea celular humana RPMI 8402 presenta dicha translocación335 y dos grupos de 
investigación utilizaron dicha línea para  llevar a cabo la clonación de la región génica que 
contiene los puntos de ruptura cromosómica336,337. 
Los genes adyacentes a los puntos de ruptura, potenciales oncogenes, ven alterada su 
transcripción a consecuencia de la anormalidad cromosómica. Uno de dichos genes, que fue 
inicialmente descrito en el contexto de dicha translocación t(11;14) (p15;q11), es ROMBOTINA1, 
designado inicialmente como el gen “11p15” y localizado en el cromosoma 11. Ocurre así un 
intercambio entre la región 11p15 que codifica ROMBOTINA1 y el locus δTCR localizado en el 
cromosoma 14 (locus 14q11). Dicho gen da lugar a dos proteínas, diferentes en tan sólo un 
aminoácido, en función del mRNA que es transcrito a partir de distintos promotores. La secuencia 
proteica está altamente conservada con una similitud del 98% entre la humana y la murina338. 
ROMBOTINA1  es una proteína rica en cisteínas que presenta dos dominios LIM, careciendo de 
un homeodominio de unión a DNA, por lo que no interactúa directamente con éste339.  
5.4.2. Estructura 
LMO2 (de LIM-only), llamado anteriormente ROMBOTINA2, RBTN2 o TTG2, es un miembro de la 
familia de genes ROMBOTINA, localizado en el cromosoma 11 humano (11p13). El gen codifica 
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para dos transcritos alternativos que se inician desde dos promotores, y que tienen distinta 
longitud en la región que no se traduce en 5´84. Ambos transcritos codifican para la misma proteína. 
Al igual que ROMBOTINA1, se encuentra involucrado en translocaciones de leucemias T y es una 
proteína de 156 aminoácidos con dos dominios LIM ricos en cisteína y un dominio amino terminal 
con capacidad de activación transcripcional83,325,340.  
5.4.3. Familia de genes ROMBOTINA 
LMO2 forma parte de la familia de los genes ROMBOTINA a la que también pertenecen 
ROMBOTINA1 (RBTN-1, TTG-1, LMO1), ROMBOTINA3 (RBTN-3, LMO3) y ROMBOTINA4 
(RBTN-4, LMO4), genes que codifican para proteínas con dominios LIM.  
Mientras que RBTN-1 y RBTN-3, localizadas en distintos cromosomas en humano y ratón, 
presentan una homología del 98% en la secuencia de dominios LIM, RBTN-1 y RBTN-2, 
localizadas en el cromosoma 11 humano, pero en distintos cromosomas en ratón, sólo comparten 
un 48% de la secuencia de dominios LIM. Las diferencias estructurales se traducen en diferentes 
patrones de expresión: mientras que RBTN-1 y RBTN-3 se expresan fundamentalmente en 
cerebro, RBTN-2 lo hace en el hígado fetal, bazo y líneas celulares B341. RBTN-4 tiene una 
secuencia más distinta y se expresa de forma muy amplia en tejidos adultos y embrionarios de 
ratón, tanto en cerebro como en células T diferenciadas342.  
RBTN-1 y RBTN-2 están relacionadas con tumorogénesis T y la primera también con 
neuroblastoma343, enfermedad con la que también se ha asociado RBTN-3344. RBTN-4 tiene un 
papel esencial en el desarrollo neural y está sobreexpresada en cáncer de mama345,346. Estos 
genes codifican para metaloproteínas que contienen Zinc, por lo que los dominios LIM son 
dominios de unión a Zinc347. 
5.4.4. Expresión y funciones 
LMO2 tiene un papel central clave en la hematopoyesis348. LMO2 ha sido ampliamente estudiada 
en la diferenciación eritroide. Experimentos de inmunofluorescencia en células hematopoyéticas 
aisladas de ratón mostraron que LMO2 se expresa en el núcleo celular de la línea primitiva 
eritroide (eritroblastos) tanto en humanos como ratones, desapareciendo su expresión a medida 
que se incrementa la maduración eritroide y desapareciendo en eritrocitos sin núcleo. Se expresa 
también en megacariocitos83,349 La mutación homocigótica nula para LMO2 da lugar a un fallo en 
la eritropoyesis del saco embrionario y letalidad embriónica. Pero tiene que ser reprimido en pro-
eritroblastos para permitir la diferenciación eritroide normal350.   
  
   




TAL1, otro gen activado también por translocación [Tabla 3], 351-353 es también esencial en 
la eritropoyesis y ratones que carecen de este gen son incapaces de formar sangre354. Junto con 
LMO2, es coexpresado en células eritroides355.  
TAL1, junto TAL2 y LYL1, forman un grupo de proteínas bHLH, con gran homología en su 
secuencia. Tanto LMO1 como LMO2 son capaces de interactuar con cada una de estas proteínas, 
y dicha interacción específica está mediada por los dominios LIM de RBTN y los dominios bHLH356. 
En células eritroides, además de interactuar con TAL1, lo hace con las proteínas GATA1, E47 y 
LDB1. Dicho complejo proteico, reconoce una secuencia específica de DNA357,358.  
LMO2 también se expresa en células madre hematopoyéticas,  encargándose de su 
mantenimiento, donde parece formar complejos proteicos con GATA2 y LYL1359,360. Estudios 
recientes involucran a un grupo de siete reguladores transcripcionales, entre los que se encuentra 
LMO2, en el control del mantenimiento y diferenciación de las células madre hematopoyéticas: 
SCL, LYL1, LMO2, GATA2, RUNX1, ERG y FLI-1361. 
A pesar de que LMO2 está relacionado con leucemias T, no es necesario para el 
desarrollo linfoide T ni B, expresándose sólo en estadio doble negativo CD4 y CD8362,363 y no en 
estadios diferenciados T. 
En el linaje B, LMO2 se expresa en altos niveles en linfocitos B del centro germinal y en 
linfomas no Hodgkin del centro germinal, donde se ha convertido en un marcador rutinario usado 
en el diagnóstico y pronóstico de linfomas B. En concreto, altos niveles de LMO2 se asocian con 
una mejor supervivencia en pacientes con linfoma difuso de células B grandes85,86.  
Estudios recientes en líneas celulares de DLBCL demuestran que LMO2 interactúa con 
LDB1, E2A, HEB, LYL1, ETO2 y SP1 pero no con las proteínas clásicas GATA1 y TAL1. Este 
complejo proteico es capaz de regular la expresión de múltiples genes uniéndose a motivos del 
DNA que contienen sitios de unión a E2A y cajas GC. En este mismo estudio se muestra que 
LMO2 interactúa también con las proteínas ELK1, NFATc1 y LEF1 y que LMO2 da lugar a un 
incremento en el número de centrosomas que podría contribuir a la oncogénesis del DLBCL364.  
Junto con su papel central en la hematopoyesis, LMO2 participa en otros procesos 
biológicos como la angiogénesis365, en la vascularización de novo en tumores366  y en la formación 
de células endoteliales, siendo la cadherina-VE una de sus dianas367.   
5.4.5. LMO2 y T-ALL 
La sobreexpresión de LMO2 en T-ALL puede deberse a varios mecanismos como las 
translocaciones cromosómicas t(11;14) (p13;q11) y t(7;11)(q35;p13),  la deleción, del(11)(p12-
p13)326 o por integración retroviral en HSC utilizadas en tratamientos de pacientes  con síndrome 
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SCID-X1327 [Figura 8]. Sin embargo, LMO2 se encuentra sobreexpresado en un gran porcentaje 
de pacientes con T-ALL, por mecanismos desconocidos (ni translocaciones, ni integración 
retroviral, ni deleción), siendo mayor la proporción de leucemias con alta expresión de LMO2 que 












Figura 8. Representación esquemática de las alteraciones genéticas que conducen a la sobreexpresión de LMO2. 
En la parte superior se muestra una representación esquemática de la posición del gen LMO2 en el cromosoma 11 y las 
translocaciones cromosómicas y regiones afectadas por deleciones que involucran al gen LMO2 en la génesis de la T-ALL 
humana. Las líneas rojas indican la posición del gen LMO2 y los genes del TCR (beta o delta). Las flechas puntedas 
indican las translocaciones entre LMO2 en el cromosoma 11 y genes del TCR en los cromosomas 7 o 14. En la parte 
inferior se muestra una representación esquemática del gen LMO2 con los 6 exones (indicados por los rectángulos). Se 
indican también los sitios de inserción retroviral en pacientes que reciben terapia génica y desarrollan T-ALL (indicado por 
los triángulos naranjas). Los reordenamientos generalmente afectan las regiones aguas arriba del promotor proximal.  
Adaptada de Matthews, J. M., Lester, K., Joseph, S. & Curtis, D. J. LIM-domain-only proteins in cancer. Nature reviews. Cancer 13, 111-122 
(2013)368. 
 
Los mecanismos moleculares por los que LMO2 da lugar a leucemia linfoblástica T han 
sido estudiados mediante la generación de ratones transgénicos que sobreexpresan Lmo2 en 
células T331,369,370. En ellas, LMO2 interactúa con las proteínas SCL, E47 y LDB1 y dicho complejo 
se une a un motivo bipartito E-box371. Estos ratones acumulan linfocitos T en estadio doble 
negativo DN3 por una renovación aberrante mediada por HHEX, SCFR, STAT3 y STAT5 y la 
pérdida de genes necesarios para la diferenciación a células T, como el gen que codifica para la 
subunidad alfa del receptor pre-T363. La población de células tumorales es capaz de transplantarse 
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células madre hematopoyéticas. Sin embargo, parece que además de la sobreexpresión de LMO2, 
son necesarias mutaciones adicionales, como la deleción del locus de Cdkn2a o mutaciones 
activantes en NOTCH1, alteraciones descritas en leucemias T humanas372.   
5.5. Modelos de ratón de T-ALL 
Como hemos comentado anteriormente, para poder estudiar el origen, la estructura, el 
comportamiento y la progresión tumoral, los modelos murinos representan una herramienta muy 
valiosa, pero, como hemos indicado con los modelos de DLBCL, deben reproducir correctamente 
el cáncer humano. La mayoría de modelos animales de leucemia linfoblástica T aguda inician la 
expresión del oncogén en progenitores comprometidos a la diferenciación T, mediante el promotor 
lck generándose patologías proliferativas de linfocitos T. Nosotros, en cambio, proponemos que la 
lesión genética debería ocurrir en una célula aún más indiferenciada, una célula madre 
hematopoyética o un progenitor aún no comprometido a la diferenciación, para así poder 
recapitular fielmente la enfermedad humana en todos sus aspectos (Como sugiere la activación de 
LMO2 por integración retroviral en HSC). 
Existen numerosos modelos animales que tratan de mimetizar la T-ALL humana. A continuación, 
resumimos los más relevantes: 
§ Modelos transgénicos para TAL1/SCL. La activación del gen TAL1/SCL ocurre por 
translocación, deleción o mutación en el 60% de los casos de leucemia linfoblástica T en 
adultos y niños. Existen numerosos modelos transgénicos de ratón que sobreexpresan el gen 
Tal1. Todos ellos se sirven de promotores específicos de tejido, que dan lugar a la 
sobreexpresión del gen en célula ya comprometida, fundamentalmente en estadio de doble 
negativo a través del promotor lck373.  
 -­‐ Modelo lck-tal-1. El gen murino tal-1 se sobreexpresa bajo el promotor lck, de manera que 
el timo expresa altos niveles del gen, y el bazo, en menor medida. Un 28% de los 
animales desarrolla la enfermedad, caracterizada por masas tímicas agrandadas y 
hepatoesplenomegalia. Los tumores constan de células linfoblásticas con nucleolos 
prominentes y escaso citoplasma que invaden músculo, pericardio, bazo, hígado y riñón. 
El inmunofenotipo de los ratones es muy variable para los marcadores CD4 y CD8, 
aunque los ratones preleucémicos no tienen perturbado el desarrollo T373,374. En vista de la 
poca penetrancia de la enfermedad, este modelo ha sido cruzado con otros transgénicos, 
generándose ratones bitransgénicos en los que se exacerba la enfermedad. Algunos de 
estos modelos se comentan a continuación. 
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-­‐ Modelo tal-1/CKIIα. El modelo lck-tal-1 fue cruzado con ratones que sobreexpresan la 
caseína quinasa II bajo un promotor de la cadena pesada de las inmunoglobulinas, ya que 
dicha quinasa es capaz de fosforilar TAL1 in vitro y es capaz de modular la actividad de 
numerosos factores de transcripción. Como resultado del cruce, el fenotipo encontrado en 
el modelo lck-tal-1 se exacerbó, generándose tumores malignos clonales con un 
inmunofenotipo de células CD4+ CD8+373. 
 -­‐ Modelos tal-1/scl/E2A+/- y tal1/scl/HEB+/-. Con el objetivo de estudiar si el gen tal-1/scl 
induce la leucemia interfiriendo con la función de las denominadas proteínas E (E2A y 
HEB, con las que heterodimeriza), se sobreexpresó el gen tal-1 bajo el promotor lck en un 
background heterocigoto para los genes codificantes de E2A y HEB. Los modelos 
bitransgénicos desarrollaron la misma enfermedad de forma más acelerada, con un 
arresto en la diferenciación en los timocitos y represión de genes necesarios para la 
diferenciación375.  
 -­‐ Modelo lck tal-1R188G;R189G. Variante del modelo  lck-tal-1 en el que se introdujeron 
mutaciones en la secuencia responsable de mediar la unión de TAL1 con el DNA. Como 
consecuencia, se produjo un desarrollo anormal de los linfocitos T, inhibiéndose el 
desarrollo de linfocitos tipo CD4. La mitad de los ratones desarrollaron supuesta leucemia 
linfoblástica T clonal con un inmunofenotipo CD8 o CD3. Igualmente se demostró que la 
unión de TAL-1 al DNA no era necesaria para inducir la enfermedad en ratones376.  
 -­‐ Modelo pSil-scl o pSil-TSCL. Modelo que sobreexpresa la forma completa o una forma 
truncada en el extremo amino terminal de la proteína SCL bajo el promotor Sil. El modelo 
por sí solo no desarrolla linfomas T, tan sólo anormalidades en los huesos. Por ello, los 
ratones fueron cruzados con ratones que sobreexpresaban el gen Lmo1 bajo el promotor 
lck. El ratón bitransgénico presentó linfoadenopatías, agrandamiento del timo, 
hepatoesplenomeglia, infiltración de hígado, riñón, pulmón y médula. Los tumores eran 
clonales con un inmunofenotipo de leucemia inmadura (CD4+ CD8+) y las células malignas 
expresaban scl y Lmo1377. El mecanismo molecular responsable de la génesis de la 
supuesta T-ALL fue estudiado más adelante, encontrándose mutaciones en el gen de 
Notch1 y señalando que los eventos oncogénicos primarios, como las translocaciones 
cromosómicas, eran insuficientes para originar la leucemia, requiriéndose de mutaciones 
secundarias para transformas las células. Así, las proteínas SCL-LMO1 serían los 
responsables de expandir los timocitos en estadio de doble negativo, acumulando 
posteriormente mutaciones en Notch1. Se apuntó también al hecho de que el fenotipo de 
las células leucémicas de la masa tumoral nada tenía que ver con el de la célula origen de 
la leucemia332.  
 
  
   




§ Modelos transgénicos para las proteínas de la familia ROMBOTINA.  
 -­‐ Modelo lckPr-Lmo1. El gen Lmo1 es sobreexpresado bajo el control del promotor proximal 
lck, iniciándose así su expresión en timocitos inmaduros y tratando de mimetizar la 
translocación cromosómica t(11;14)(p15;q11)337 observada en leucemias humanas. Lmo1 
se expresa, por tanto, fundamentalmente en timo en timocitos inmaduros y, en menor 
medida en bazo. Los ratones desarrollan tumores con características de T-ALL humanas, 
en los que la incidencia es proporcional al nivel de expresión de Lmo1. Los ratones 
pretumorales tienen timos y bazos de mayor tamaño que los controles aunque presentan 
un inmunofenotipo CD4/CD8 normal. Los tumores malignos aparecen a una edad media 
de 10,5 meses, son clonales y compuestos fundamentalmente de células inmaduras CD4+ 
CD8+ y CD4- CD8+. Histológicamente, los tumores tienen una apariencia difusa, con 
imagen en cielo estrellado y poblaciones celulares de mediano tamaño con escaso 
citoplasma, núcleos redondos, cromatinas abiertas y numerosas mitosis. Las células 
tumorales están presentes tanto en la sangre periférica como en otros órganos linfoides378. 	  
 -­‐ Modelo metalotioneína-1-Lmo2. Modelo murino en el que el gen Lmo2 se expresa bajo el 
control del promotor inducible de la metalotioneína 1, logrando así su expresión en todos 
los tejidos del ratón, aunque se sabe que este promotor no es activo en células T en 
ninguno de sus estadios de diferenciación. Los tumores en timo aparecen entre las 37 y 
71 semanas, presentan distintos inmunofenotipos e invaden otros tejidos no linfoides. Los 
timos de ratones aparentemente sanos presentan un acúmulo de linfocitos CD4- CD8- 
junto con una reducción en los timocitos CD4+ CD8+, encontrándose que la expansión de 
los linfocitos en estadio doble negativo es proporcional a la expresión de Lmo2 y al 
incremento en la proliferación celular379. 
 -­‐ Modelo CD2-Lmo2.  En este modelo el gen Lmo2 es expresado en células T diferenciadas, 
a partir de estadio DN4. Un 72% de los ratones desarrolla tumores T antes de los 18 
meses, con una latencia de 5 meses, siendo clonales y con un inmunofenotipo 
CD3+CD45R+380. 
 
§ Modelos para NOTCH1. NOTCH1 es un receptor transmembranal involucrado en el desarrollo 
linfoide T y relacionado con la T-ALL, donde se han encontrado mutaciones activantes hasta en 
el 50% de los casos.  
 -­‐ Modelo lck-Nic. Ratón transgénico que sobreexpresa Nic (dominio intracelular de la 
proteína NOTCH1) bajo el control del promotor lck y desarrolla leucemia en un 20% de los 
casos a partir de los 5 meses de edad381.  
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 -­‐ Transducción de alelos mutados/”wild type” de NOTCH1 en células progenitoras de 
médula ósea. Además de los modelos transgénicos animales, otra estrategia utilizada 
para la génesis de T-ALL es la transducción de progenitores hematopoyéticos de médula 
ósea con alelos mutados de NOTCH1 y posterior transplante en ratones irradiados para 
provocar la eliminación de sus propias células progenitoras. Sin embargo, se encontró que 
tan sólo aquellos alelos mutados de NOTCH1 que eran capaces de iniciar señales fuertes 
en su vía de transducción eran aptos para inducir leucemia382, necesitando de mutaciones 
adicionales en el caso de que las señales inducidas fueran débiles.  
 -­‐ Modelo lck-Cre/Fbxwt7F/F. La proteína FBXW7 induce la degradación de reguladores 
positivos del ciclo celular, como son c-Myc, c-Jun, la ciclina E o NOTCH y se encuentra 
fundamentalmente mutada en cánceres humanos. El ratón condicional lck-Cre/Fbxwt7F/F 
que inicia la expresión de Fbxwt7 en progenitores tímicos en estadio doble negativo, 
desarrolla linfomas agresivos caracterizados por un agrandamiento de la masa tímica. Los 
estudios histológicos muestran que la arquitectura tímica se borra por completo, y contiene 
una población uniforme de células linfoides inmaduras con algunas áreas de necrosis. Se 
trata de tumores clonales capaces de generar linfomas, una vez transplantados en ratones 
desnudos, con un inmunofenotipo  CD4+ CD8+ que infiltran pulmones y grasa adyacente383.  
 
§ Modelo p56Lck-TLX1. TLX1 es un oncogén translocado y expresado de forma aberrante en un 
5% de los casos pediátricos y hasta en un 30% de adultos. Este modelo se generó 
sobreexpresando el gen bajo el promotor lck. Un 92% de los ratones desarrolló tumores, con 
una latencia de 52 semanas, presentando timos agrandados y constituidos por linfoblastos 
inmaduros que, invadían médula ósea, nódulos linfáticos, bazo, hígado y riñones. Los tumores 
eran clonales, con inmunofenotipo variable, presentaban grandes cantidades de TLX1 y CD3 y 
constaban de deleciones y mutaciones en el gen codificante de la proteína BCL11B. Además, 
eran tumores aneuploides, con un defecto en la activación del punto de control en la mitosis, ya 
que TLX1 downregula la expresión de CHEK1 (involucrado en el control del ciclo celular)384.  
 
§ Modelo EF-1α-LYL1. Este modelo transgénico sobreexpresa el gen LYL1 (cuya expresión 
ectópica se ha encontrado en T-ALL humana) bajo el control del promotor de un factor de 
elongación humano, de manera que se expresa casi de forma ubicua en timo, bazo, hígado y 
riñón. Un 30% de los ratones desarrolló linfomas malignos B o T con una latencia media de 352 
días. Los tumores eran clonales, CD4+ CD8+  ó B220+, e infiltraban otros órganos siendo el 
fenotipo de las células infiltrantes CD3+ o CD45R/B220+385. 
 
  
   




§ Modelo Eµ-HMGA2. El gen HMGA2 se clonó bajo el control de un enhancer del promotor de la 
cadena pesada de las inmunoglobulinas, que específicamente dirige la expresión a células B, 
aunque también se ha encontrado activo en células T. Un estudio ha relacionado el 
reordenamiento del locus de HMGA2 con el desarrollo de T-ALL en humanos. Un 90% de los 
ratones enfermaron entre los 4 y 8 meses, mostrando esplenomegalia y nódulos agrandados y 
un reemplazamiento de las poblaciones hematopoyéticas normales en bazo y médula ósea por 
linfocitos T, lo que se confirmó mediante inmunohistoquímica mediante el marcador CD3. En 
bazo, las células resultaron además ser positivas para Ki-67 y TdT, diagnosticándose así la 
enfermedad como T-ALL. Los ratones presentaron además una disminución en sus niveles 
séricos de inmunoglobulinas386.  
 
§ Modelo vav-CALM-AF10. La fusión entre los genes CALM y AF10 es frecuente en las T-ALL 
humanas. El modelo vav-CALM-AF10 dirige la expresión de la fusión génica al tejido 
hematopoyético. En función de la línea transgénica, al menos entre un 40 y un 50% de los 
ratones con una edad media de 12 meses desarrollaron leucemia aguda mieloide pero, un 
pequeño grupo de animales, desarrollaron tumores clonales con acumulación de linfocitos T 
CD3+ y un arresto en la diferenciación T en timo, caracterizada por un acúmulo de linfocitos en 
estadio doble negativo387.  
 
§ Modelo LSL-K-Ras G12D/+. Se han encontrado mutaciones activantes de RAS en un 15% de los 
casos de leucemias linfoblásticas T. Los ratones condicionales LoxP-STOP-LoxP-K-Ras G12D/+ 
fueron cruzados con ratones con C57BL/6 Mx1-Cre/+ de manera que se indujo la expresión 
condicional de K-ras a través de su promotor endógeno, administrando a los ratones pI-pC 
(ácido polinosínico-policitidílico). El inmunofenotipo del timo de los ratones preleucémicos 
mostró una disminución de su celularidad y un bloqueo en la diferenciación en estadio DN1 
pero no eran tumores malignos. Por ello, se transplantaron células de médula ósea del ratón 
condicional en ratones “wild-type”, desarrollando así patologías T caracterizadas por un 
acúmulo de linfoblastos en estadio doble positivo que expresaba de forma aberrante el 
marcador CD44. Los tumores constaban además de mutaciones secundarias en el dominio 
PEST de la proteína NOTCH1, tal y como ha sido descrito en T-ALL humana388.  
 
§ Modelo EµSRα/HA-TEL-JAK2. La translocación t(9;12)(p24;p13) entre los genes TEL y JAK2 
está presente en la leucemia aguda infantil T. El modelo transgénico de ratón consta del 
producto de fusión bajo el control transcripcional del promotor EµSRα. Los ratones fundadores 
y su progenie desarrollan leucemias entre las 4 y las 22 semanas, caracterizadas por una 
expansión clonal de linfocitos T CD8 en sangre periférica, nódulos linfáticos, timo, bazo y 
médula ósea que invaden otros órganos no hematopoyéticos como pulmón, cerebro y riñón y 
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son capaces de crecer en ratones desnudos. Los tejidos leucémicos cuentan además con una 
versión fosforilada de la proteína TEL-JAK2 y las proteínas STAT1 y STAT5 activadas389.  
 
§ Modelo de T-ALL basado en la transposasa SB (Sleeping-Beauty). En este trabajo se usa la 
mutagénesis mediante tranposones y tres líneas transgénicas Cre para iniciar y mantener la 
expresión de la transposasa SB en diferentes estadios de diferenciación T: célula madre 
hematopoyética (Vav-iCre), estadio de doble negativo (Lck-Cre) o estadio de doble positivo 
(CD4-Cre). Los 3 ratones constan de timos y nódulos agrandados además de 
hepatoesplenomegalia.  Los tumores en los 3 modelos murinos son linfomas T, diagnosticados 
así por el inmunofenotipo y los reordenamientos clonales del TCR, siendo la latencia menor en 





















   
  
 











               


































   









HIPÓTESIS DE TRABAJO 
El cáncer es una enfermedad clonal, que tiene su origen en una célula concreta, denominada en 
inglés, cancer cell-of-origin. Casi todos los trabajos publicados hasta la fecha, centran sus 
esfuerzos en determinar qué lesiones oncogénicas son las desencadenantes del cáncer pero, no 
suelen prestar atención a la naturaleza de la célula iniciadora de la transformación celular. La 
mayoría de investigadores, han pensado, y todavía piensan, que el cáncer surge en una célula 
diferenciada que coincide con el fenotipo cancerígeno.  Esta manera de enfocar y estudiar el 
cáncer está condicionada por el hecho de que, en los cánceres humanos, todas las células 
cancerígenas presentan las mismas lesiones oncogénicas, sugiriendo que el oncogén tiene una 
función homogénea dentro de la masa tumoral. En los modelos murinos, al dirigir la expresión de 
oncogenes humanos a células diferenciadas, se generan patologías proliferativas, pero nada 
tienen que ver con la patología humana en la mayoría de los casos. Además, las terapias 
anticancerosas en humanos se dirigen a los oncogenes pero, fallan en su modo de acción, 
sugiriendo que el oncogén no tiene una función homogénea dentro de la masa tumoral.  
Por ello, hipotetizamos que esta patología se origina mediante un mecanismo de 
reprogramación tumoral en células stem o progenitoras, de manera que el oncogén reajusta el 
estado epigenético de la célula iniciadora del cáncer estableciendo en ella un programa 
epigenético de diferenciación celular patológico. El oncogén reprogramaría a la célula iniciadora 
pero, una vez reprogramada, no sería necesario para el mantenimiento de la identidad tumoral. 
Además, una de las consecuencias del desconocimiento de la célula origen del cáncer es la 
ausencia de modelos animales que reproduzcan con fidelidad todos los aspectos de la 
enfermedad humana ya que pasan por alto esta cuestión. 
Así, en este trabajo de tesis pretendemos comprobar si la patología asociada a los genes 






















              
   












               






























   
   








1- Caracterizar la función de HGAL y su papel en la vía del receptor de linfocitos B (BCR) 
mediante estudios in vitro en líneas celulares de linfoma no Hodgkin. 
2- Estudiar si el linfoma B asociado a HGAL es consecuencia de un mecanismo de 
reprogramación tumoral. 
3- Estudiar el impacto de la célula de origen en la linfomagénesis mediada por HGAL. 
4- Estudiar si el mecanismo responsable del cáncer, driver, es la expresión continuada del 
oncogén, o la reprogramación tumoral en células madre, utilizando como modelo la 










































   
   
 












               









































1. PAPEL DE HGAL EN LA GÉNESIS DE LINFOMAS B 
1.1. HGAL incrementa la activación de SYK, produciendo hiperplasia linfoide     
y amiloidosis 
1.1.1. HGAL incrementa la señalización del BCR 
1.1.1.1. La expresión ectópica de HGAL incrementa la fosforilación de componentes de la vía de 
señalización del BCR y la movilización del calcio 
La proteína HGAL, identificada inicialmente en pacientes con linfoma difuso de células B grandes 
(DLBCL), cuenta con un motivo ITAM, del inglés immunoreceptor tyrosine-based activation motif. 
Dicho receptor es frecuentemente usado en la transducción de señales en la vía del receptor de 
linfocitos B (BCR). Por este motivo, analizamos el efecto de HGAL en la vía del BCR tras la 
estimulación de sus inmunoglobulinas de superficie: fosforilación de proteínas, movilización del 
calcio y activación de los factores de transcripción NFAT y NK-κβ. 
Así, en el caso de las líneas celulares de linfoma no estimuladas, no se hallaron 
evidencias de fosforilación de las proteínas de la vía, Syk, Btk y PLCγ2. A continuación, se indujo 
la expresión ectópica de HGAL en la línea celular HBL-1 y en linfocitos B humanos periféricos, que 
carecen de la proteína HGAL endógena, mediante la transfección con el plásmido pcDNA3.1 
HGAL (o el control Mock pcDNA3.1) durante 48 horas. Pasado este tiempo, se estimularon las 
células durante 1 minuto con el anticuerpo humano anti-IgM (“goat F(ab')2 anti-human IgM”) y se 
analizaron los niveles de fosforilación. Estos niveles se hallaron incrementados en las proteínas 
Syk, Btk y PLCγ2 en la línea celular y en la proteína Syk, en los linfocitos B [Figura 1A-B]. Como 
controles, se usaron los anticuerpos anti-HGAL y anti-actina para corrobar así la expresión 
ectópica de HGAL y el control de carga de proteína, respectivamente. Adicionalmente, tras la 
sobreexpresión de HGAL y posterior estimulación con anti-IgM, la movilización del calcio 
intracelular resultó también incrementada en las células HBL-1.  
  
   




1.1.1.2. El silenciamiento de HGAL disminuye la fosforilación de los efectores de la vía, la 
movilización del calcio y los niveles de las proteínas NFAT y NFκβ 
A continuación, se disminuyeron los niveles endógenos de expresión de HGAL en las líneas 
celulares de linfoma, Raji, VAL y BJAB mediante la transfección durante 48 horas con RNAs 
pequeños de interferencia (siRNA) o sus respectivos controles (scrambled control siRNA) y, 
seguidamente, se estimularon las células durante 1 minuto con el anticuerpo humano anti-IgM. 
Los diferentes componentes de la vía de señalización del BCR se analizaron mediante la técnica 
del Western Blot. Como resultado de la disminución de la expresión de HGAL, se vieron afectadas 
las proteínas Syk, Btk y PLCγ2, que vieron disminuida su fosforilación, mientras que la de Ig-α/β 











Figura 1. Western Blot mostrando los niveles de proteínas fosforiladas o sin fosforilar de la vía del BCR tras la 
expresión ectópica o el silenciamiento de HGAL. El silenciamiento de HGAL mediante siRNA específicos en líneas 
celulares activadas de linfoma Raji, VAL y BJAB (A) resultó en una disminución de la fosforilación de las proteínas Syk, Btk 
y PLCγ2. En cambio, la expresión ectópica de HGAL en la línea celular HBL-1 (A) y en linfocitos B humanos (B), que 
carecen de la proteína, indujo un incremento en la fosforilación de los componentes de la vía de señalización. Se usaron 
como controles los anticuerpos anti-actina y anti-HGAL. Los números indican las medidas normalizadas de densitometría y 
los resultados son representativos de experimentos hechos por triplicado. 
 
En condiciones normales, como consecuencia de la estimulación de los linfocitos B, se 
produce la activación de las vías de RAS, PI3K, MAPK y, de los factores de transcripción NFAT y 
NK-κβ. Se halló así, que el knockdown de HGAL y la estimulación con anti-IgM a distintos tiempos 
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la vía de señalización MAPK/ERK, en concreto, ERK1/2 y p38, aunque no de la proteína JNK. 










Figura 2. Western Blot mostrando los niveles de proteínas fosforiladas o sin fosforilar de la vía de MAPK/ERK tras 
el silenciamiento de HGAL. El knockdown de HGAL en las líneas celulares de linfoma BJAB (A) y Raji (B) estimuladas 
con anti-IgM a distintos tiempos, condujo a una disminución de la fosforilación de las proteínas ERK1/2 y p38, aunque no 
de la proteína JNK. Se usaron como controles los anticuerpos anti-actina y anti-HGAL. Los números indican las medidas 
normalizadas de densitometría y los resultados son representativos de experimentos hechos por triplicado. 
 
Tras la estimulación celular, se estudiaron también los niveles del calcio intracelular 
movilizado, encontrándose éste disminuido en las líneas Raji, VAL y BJAB transfectadas con el 
siRNA para HGAL, respecto a las células controles transfectadas con el RNA pequeño de 
interferencia scrambled [Figura 3]. 
 
 
Figura 3. Medida de la movilización del calcio intracelular tras el silenciamiento de HGAL. Las líneas celulares de 
linfoma Raji, BJAB y VAL fueron silenciadas con un siRNA frente a HGAL y, tras ser activadas con anti-IgM, se midió la 
liberación del calcio intracelular. Éste se halló disminuido respecto a las mismas células transfectadas con el control 
scrambled del RNA pequeño de interferencia. La flecha indica el momento de la administración del anticuerpo anti-IgM. Los 
resultados son representativos de experimentos hechos por triplicado. 
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   1’     1’      5’    5’     15’   15’ α-IgM 
 1.0   0.8    1.0   0.6    1.0   0.6 
 1.0  0.5  1.0   0.7   1.0  1.0     
 1.0   2.1  1.0  2.0   1.0  1.5 
1.0   0.7  1.0  0.5   1.0  0.5 
 1.0  0.1   1.0  0.1  1.0   0.1 








































































   




Como hemos señalado, tras la estimulación del receptor de linfocitos B, los factores de 
transcripción NFAT y NK-κβ resultan activados. Para comprobar si esto ocurría en nuestro caso,  
las tres líneas celulares (tanto las controles scrambled control siRNA como las silenciadas para 
HGAL), fueron transfectadas con los plásmidos de la luciferasa Renilla, pRL-TK y los plásmidos 
pNFκβ-Luc ó  pNFAT-Luc, plásmidos que contienen los genes reporteros de la luciferasa bajo el 
control transcripcional de elementos de respuesta a los factores de transcripción NFκβ o NFAT. 
Tras 48 horas de transfección, las células fueron estimuladas durante 10 minutos con el 
anticuerpo anti-IgM para posteriormente medir la actividad luciferasa. Ésta disminuyó en las 
células Raji, VAL y BJAB cuyos niveles endógenos de HGAL habían sido reducidos como 
consecuencia del silenciamiento con siRNA.  Esto nos indicó que los niveles de NFκβ y NFAT 
habían disminuido al silenciar HGAL.  Cada experimento de luciferasa se realizó por triplicado, 










Figura 4. Medida de los niveles de NFAT y NFκβ  tras el silenciamiento de HGAL. Se silenció de nuevo HGAL en las 
líneas celulares BJAB, VAL y Raji y tras la transfección con los plásmidos de la luciferasa Renilla, pRL-TK y los plásmidos 
pNFκβ-Luc ó  pNFAT-Luc  se midió la actividad luciferasa, encontrándose disminuida en las líneas celulares silenciadas 
para HGAL respecto a las controles. Los números se refieren a la actividad luciferasa, representando 3 experimentos 
independientes, cada uno de ellos realizado por triplicado. El asterisco se refiere a la significación estadística, con un valor 
de p inferior a 0,01. Los datos se han presentado como la media y la desviación estándar de la media. 
1.1.2. HGAL interactúa con Syk y estimula su actividad quinasa 
1.1.2.1. Syk inmunoprecipita con HGAL 
Syk es una proteína que se une selectivamente a dominios ITAM fosforilados y que juega un papel 
fundamental en acoplar la activación del receptor de linfocitos B con la activación de efectores de 
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la interacción de la proteína HGAL con Syk. Para ello, los lisados de las células Raji y VAL, tanto 
estimuladas con anti-IgM con un minuto, como sin estimular, se usaron para una 
inmunoprecipitación con un anticuerpo frente a HGAL (y anticuerpos control), seguida de un 
análisis proteico por Western Blot de las proteínas HGAL y Syk. Así, la proteína Syk endógena fue 
detectada en inmunoprecipitados de HGAL de células sin estimular, y la estimulación del BCR por 
anti-IgM incrementó la co-inmunoprecipitación de HGAL y Syk [Figura 5]. Sin embargo, la proteína 
HGAL no co-inmunoprecipitó con las proteínas Lyn, Ig-α/β, Btk, BLNK ó PLCγ2, ni en células 




Figura 5. Western Blot mostrando la inmunoprecipitación de las proteínas HGAL y Syk. Los lisados celulares de las 
líneas Raji y VAL fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo específico frente a HGAL detectándose por Western blot la 
proteína Syk. La inmunoprecipitación de HGAL con Syk aumentó tras la estimulación de las células con anti-IgM. Los 
resultados son representativos de experimentos hechos por triplicado. 
 
1.1.2.2. HGAL co-localiza con Syk en la membrana celular 
La interacción entre HGAL y Syk, observada en los estudios de inmunoprecipitación, se confirmó 
mediante experimentos de microscopía, donde, tras la tinción de las proteínas HGAL y Syk con los 
anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 goat anti ratón IgG y Pacific Orange anti-conejo IgG, se 
visualizó la co-localización de ambas proteínas en la membrana celular de células Raji sin 
estimular. Se observó también que la estimulación de las células Raji con anti-IgM, incrementaba 







Figura 6. Imágenes de microscopía electrónica de HGAL y Syk en la membrana de células Raji. Los experimentos de 
microscopía mostraron que HGAL y Syk se situaban juntas en la membrana de células Raji, incrementándose esta co-
localización tras la estimulación celular con anti-IgM. La barra de escala es de 10µm. Los resultados son representativos de 
experimentos hechos por triplicado. 
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1.1.2.3. HGAL interacciona directamente con Syk 
Con el objetivo de demostrar que la interacción entre HGAL y Syk era directa y no mediada por 
otras proteínas, se realizó un ensayo GST pull-down utilizando para ello las proteínas de fusión 
GST-Syk, GST-Grb2 o GST e incubándolas con el complejo TRX-HGAL durante 12 horas. Los co-
precipitados de HGAL y Syk se detectaron mediante Western Blot utilizando para ello los 
anticuerpos anti-HGAL y anti-GST. El complejo GST-Syk fue el único capaz de precipitar la 
proteína de fusión TRX-HGAL. Sin embargo, la proteína HGAL no fue capaz de unirse ni a GST-









Figura 7. Western Blot mostrando la interacción directa de HGAL y Syk. Se realizó un ensayo GST pull-down con el 
objetivo de estudiar si HGAL y Syk interactuaban de manera directa, usando para ello las proteínas de fusión GST-Syk, 
GST-Grb2 o GST y  TRX-HGAL. Mediante Western Blot y el anticuerpo anti-HGAL, se comprobó que la proteína híbrida 
TRX-HGAL era capaz de interactuar tan sólo con GST-Syk pero no con GST o GST-GRB2. Los resultados son 
representativos de experimentos hechos por duplicado. 
 
1.1.2.4. Syk interactúa con HGAL mediante sus dominios SH2 
Para determinar el dominio de Syk responsable de la interacción con la proteína HGAL las líneas 
celulares Raji y 293T fueron co-transfectadas con plásmidos codificantes de la proteína HGAL 
“wild-type” unida al epítopo V5 y plásmidos codificantes de la proteína Syk “wild-type” y de una 
versión truncada de la misma. Esta versión truncada, dominante negativa de Syk (Syk-DN), 
codifica tan sólo para los dominios SH2 (aminoácidos 1 al 261) pero no para el dominio catalítico. 
A continuación, los lisados celulares fueron inmunoprecipitados utilizando los anticuerpos anti-V5 y 
anticuerpos control y se realizó un Western Blot usando los anticuerpos anti-Syk y anti-HGAL. La 
proteína truncada Syk se detectó en los inmunoprecipitados de HGAL, indicando que ésta 
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Figura 8. Western Blot mostrando los dominios de Syk  responsables de la interacción con la proteína HGAL. Las 
líneas celulares Raji (A) y 293T (B) fueron transfectadas con plásmidos codificantes de versiones “wild-type” y truncadas 
(codificando sólo para los dominios SH2) de la proteína Syk. Los lisados celulares fueron inmunoprecipitados con anti-V5 
(HGAL), detectándose la proteína Syk en todos los casos, indicando así que Syk interacciona con HGAL a través de sus 
dominios SH2. Los resultados son representativos de experimentos hechos por triplicado. 
 
1.1.2.5. Los 79 primeros aminoácidos de HGAL median su interacción con Syk 
Con el objetivo de estudiar el dominio de HGAL responsable de la interacción con la proteína Syk, 
la línea celular VAL de linfoma y células 293T fueron co-transfectadas con el plásmido codificante 
de la proteína Syk “wild-type” y plásmidos codificantes de 5 distintas versiones mutantes de la 
proteína HGAL. Específicamente, se usaron mutantes para HGAL-V5 que codificaban tan sólo 
para los 79 y 118 primeros aminoácidos del extremo amino terminal y 3 mutantes en tirosina 
(Y128F, Y148F y Y106AY107A) [Figura 9A]. Los lisados celulares fueron inmunoprecipitados con 
los anticuerpos anti-V5 y anticuerpos control, y analizados mediante la técnica de Western Blot 
utilizando los anticuerpos anti-Syk y anti-HGAL. Se detectó la proteína Syk en todos los 
inmunoprecipitados, salvo en el control negativo en el que no se usó el anticuerpo anti-V5 para la 
inmunoprecipitación, indicando que ninguna de las mutaciones en HGAL afectaba a su unión con 
la proteína Syk y sugiriendo así que tan sólo los 79 primeros aminoácidos de la proteína HGAL 
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Figura 9. Western Blot mostrando los aminoácidos de HGAL responsables de mediar la interacción con Syk. A) Se 
usó la versión “wild-type” además de distintos mutantes para HGAL-V5 que codificaban tan sólo para los 79 y 118 primeros 
aminoácidos del extremo amino terminal y 3 mutantes en tirosina (Y128F, Y148F y Y106AY107A). B) Los lisados celulares 
de la línea VAL, transfectada previamente con plásmidos codificantes de los disntintos mutantes de la proteína HGAL, 
fueron inmunoprecipitados con la proteína V5 y, posteriormente, usados para detectar la presencia de la proteína Syk, la 
cual se encontró en todos los casos, indicando que los 79 primeros aminoácidos de HGAL eran suficientes para mediar la 
interacción con Syk. C) Los mismos experimentos fueron repetidos en células 293T, hallándose los mismos resultados. En 
ambos tipos celulares se realizaron 3 experimentos independientes. 
1.1.2.6. En células B activadas, HGAL estimula la actividad quinasa de Syk 
La proteína Syk consta de actividad quinasa y quisimos estudiar si HGAL era capaz de estimular 
dicha actividad. Para ello, se inmunoprecipitó la proteína Syk de extractos de células Raji, 
estimuladas con anti-IgM y sin estimular, y se usó en un ensayo de actividad quinasa, con o sin la 
proteína HGAL purificada. Como controles negativos, se usaron los inmunoprecipitados con 
anticuerpos control y perlas, así como los inmunoprecipitados con tan sólo la proteína HGAL 
purificada o agua. No se observó actividad quinasa en células sin estimular, incluso en presencia 
de la proteína HGAL. En el caso de las células estimuladas, la adicción de HGAL, incrementó la 
actividad quinasa de Syk, sugiriendo que, tras la estimulación, la proteína HGAL se une a ella y 
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Figura 10: Representación del ensayo de actividad quinasa de la proteína Syk. La proteína Syk fue inmunoprecipitada 
de células Raji estimuladas o sin estimular y se usó para un ensayo de actividad quinasa basado en fluorescencia. La 
estimulación celular con anti-IgM fue imprescindible para detectar actividad quinasa de Syk, la cual se vio incrementada 
tras la adicción de HGAL. Los resultados son representativos de experimentos hechos por triplicado. 
 
Los experimentos de interacción entre HGAL y Syk fueron realizados 3 veces, excepto el 
ensayo GST pull-down que se realizó tan sólo en 2 experimentos independientes. 
1.1.3. El ratón Sca1-HGAL, como modelo de ganancia de función de HGAL 
1.1.3.1. Generación del ratón Sca1-HGAL y genotipado 
El marcador hematopoyético Sca-1, codificado por los genes Ly-6E.1 y Ly-6A.2, se utiliza 
ampliamente para la caracterización de la célula madre hematopoyética de ratón, logrando un 
enriquecimiento de hasta cien veces de estas células escasas en la médula ósea murina391,392. El 
promotor del gen Ly-6 usado para la generación del modelo Sca1-HGAL sólo se expresa en un 
porcentaje variable de las células hematopoyéticas393. Así, al clonar el DNA codificante del gen 
HGAL bajo el control de dicho promotor, se limita la expresión del transgén a un porcentaje de las 
células Sca1+ del ratón. Se escogió esta metodología porque se había mostrado anteriormente 
que modelos animales que restringían o enriquecían la expresión del oncogén a células madre 
hematopoyéticas generaban patologías muy similares a las humanas y porque estudios previos en 
los que se expresaban oncogenes en células B no reproducían la patología humana66 [Figura 11A].  
Se generaron dos líneas transgénicas Sca1-HGAL(V5) : 102A y 102B en ratones híbridos 
C57BL/6xCBA mediante transgénesis convencional. Todos los ratones estudiados fueron 
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mismos. Estos ratones tuvieron un desarrollo embrionario y post-natal normal y se usaron para 










Figura 11.  Generación del ratón Sca1-HGAL y genotipado. A) El DNA codificantes del gen humano HGAL se clonó en 
el primer exón del fragmento genómico que contiene el promotor y los exones del gen Ly-6E. B) El genotipo de los ratones 
Sca1-HGAL (n=75) se determinó mediante la técnica de Southern-Blot usando como sonda el DNA codificante para dicho 
gen. 
1.1.3.2. La expresión del gen HGAL está restringida a células Sca1+ hematopoyéticas en ratones 
Sca1-HGAL 
Con el fin de comprobar que la expresión del gen HGAL estaba restringida al compartimento de 
células Sca1+ del sistema hematopoyético, se estudió por citometría de flujo los niveles de la 
proteína Sca1 en células B220+ de médula ósea y bazo de 3 ratones jóvenes y 3 ratones viejos 
transgénicos y en 3 ratones jóvenes y 3 ratones viejos controles “wild-type”. Se encontró que sólo 
una fracción de linfocitos B220+ expresaban la proteína Sca1. Además, el porcentaje de 
esplenocitos B220+ de ratones jóvenes Sca1-HGAL y controles “wild-type” que expresaba Sca1 
era similar mientras que los ratones transgénicos mayores de un año mostraban un menor 
porcentaje de células Sca1+ comparado con los controles “wild-type”, aunque no llegaron a 
encontrarse diferencias estadísticamente significativas [Figura 12].  
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Figura 12. Análisis de la expresión de Sca1 en células B de ratones transgénicos Sca1-HGAL. Se realizó un análisis 
de citometría de flujo para detectar la expresión de Sca1 en células B de bazo en ratones controles “wild-type” jóvenes y 
viejos además de en ratones jóvenes y viejos Sca1-HGAL. Se representó el porcentaje de células B220+ que expresaban 
Sca1. Los datos son representativos de 3 ratones por grupo analizado. Los histogramas representan los valores medios y 
la desviación estándar. 
 
Al mismo tiempo, se realizó inmunofluorescencia en bazo y médula ósea de ratones 
controles “wild-type” y ratones jóvenes y viejos Sca1-HGAL usando un anticuerpo frente al epítopo 
V5. Así, se detectó expresión ectópica de HGAL tanto en células de médula ósea como de bazo 
de ratones Sca1-HGAL, no detectándose en células de ratones control “wild-type” y no se 
encontraron diferencias entre ratones transgénicos jóvenes y mayores de un año [Figura 13A].  
Se comprobó también que los niveles de expresión de HGAL en las células de bazo y 
médula ósea de ratones Sca1-HGAL eran similares a los encontrados en la línea celular U20S 
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Figura 13. Análisis de la expresión de HGAL en células hematopoyéticas de bazo y médula ósea de ratones Sca1-
HGAL. A) Se analizó la expresión de HGAL en células de bazo y médula ósea de ratones controles “wild-type” y ratones 
Sca1-HGAL jóvenes y viejos (n=3) mediante microscopía electrónica usando el anticuerpo anti-V5 (verde) y tiñendo las 
células con DAPI (4 ,6-diamino-2-fenilindol) en color azul. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes. 
La barra de escala corresponde a 10µm. B) Células U02S fueron transfectadas con el plásmido pcDNA3-HGAL-V5 y 
teñidas posteriormente con DAPI. La proteína HGAL fue detectada con el anticuerpo anti-V5 y el anticuerpo secundario 
Alexa Fluor 488. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.  
1.1.3.3. El homólogo murino M17 no está sobreexpresado en ratones Sca1-HGAL 
La proteína HGAL presenta un 51% de identidad y un 62% de similaridad con la proteína M17 
presente en células de centro germinal de ratón. Con el objetivo de confirmar que cualquier 
fenotipo observado en los ratones Sca1-HGAL no era debido a una sobreexpresión de su 
homólogo murino M17, se analizaron los niveles de expresión del gen M17 en linfocitos B de 
bazos de 2 ratones Sca1-HGAL hiperplásicos y 2 controles “wild-type”. Para ello, el RNA de las 
poblaciones celulares  fue retrotranscrito a cDNA y amplificado mediante PCR usando cebadores 
específicos que alineaban en distintos exones del gen M17. No se detectaron diferencias de 
expresión del gen M17 en los ratones Sca1-HGAL comparado con los controles “wild-type” de la 












Control (wt) Sca1-HGAL 
Jóvenes                Viejos 
Células U20S/ Anticuerpo anti-V5 

















Figura 14. Análisis de la expresión de M17 en ratones Sca1-HGAL. Se extrajo RNA de poblaciones de células B de 
bazos de 2 ratones controles “wild-type” y 2 ratones Sca1-HGAL y se procedió al análisis de expresión génica del 
homólogo murino M17 por RT-PCR usando oligonucleótidos que alineaban en los exones 1 y 2 (M17 1/2), 1 y 3 (M17 1/3) o 
los exones 1 y 4 (M17 1/4). La actina fue usada como control de carga.  
1.1.4. Los ratones Sca1-HGAL jóvenes presentan un desarrollo linfoide normal 
En total fueron analizados 75 animales transgénicos, 47 de la línea 102A y 28 animales derivados 
de la línea 102B. No se detectaron diferencias entre las dos líneas transgénicas. 
Como estudio preliminar, se realizó la necropsia y el análisis mediante citometría de flujo 
del sistema hematopoyético de 11 ratones transgénicos jóvenes y 11 ratones controles “wild-type”. 
Así, se analizaron los linajes mieloides y linfoides T y B en su sangre periférica, médula ósea, 
nódulos linfáticos, peritoneo, bazo y timo, usando marcadores específicos en cada caso.  
Comparando con animales control “wild-type” de la misma edad, los ratones transgénicos 
Sca1-HGAL de 8 semanas de edad no mostraron cambios significativos en ninguno de los 
compartimentos hematopoyéticos analizados, tanto por citometría de flujo como por examen 
histológico de los distintos tejidos obtenidos tras la necropsia. No se encontraron diferencias ni en 
el número ni el porcentaje de las poblaciones B de médula ósea pro-B (CD19+ c-Kit+), pre-B (B220+ 
CD25+ IgM-), células madre hematopoyéticas (Lin- Sca1hi c-Kithi), células B inmaduras de médula 
ósea (B220int IgM+ IgD-), maduras  (B220+ IgMlo IgDhi), linfocitos B recirculantes (B220hi IgMlo IgD+), 
así como en las poblaciones B de bazo, inmaduras (B220+ IgMhi IgDlow/-), transicionales (B220+ 
IgMhi IgDhi), maduras (B220+ IgMlo IgDhi), linfocitos B foliculares (B220+ CD21int CD23hi), linfocitos B 
de la zona marginal (B220+ CD21hi CD23lo) ni en las poblaciones B maduras de sangre periférica y 



















































   




















Figura 15. Análisis por citometría de flujo de las poblaciones hematopoyéticas de ratones Sca1-HGAL. Se 
analizaron las células de distintos linajes de bazo y médula ósea de ratones jóvenes (8 semanas) y viejos (más de 7 meses 
de edad) de ratones controles “wt” y ratones Sca1-HGAL (n=11). Se han representado los números totales de cada 
población hematopoyética como la media y la desviación estándar de la media. 
 
El número y porcentaje de los linfocitos B-1a (CD19hi B220lo IgDlo IgMhi CD5hi Mac1hi) en 
bazo, médula ósea, nódulos linfáticos y peritoneo fueron similares comparando ratones jóvenes 
transgénicos y controles “wild-type” [Figura 16]. 
Tampoco se encontraron diferencias en las poblaciones de linfocitos T en ninguno de los 
órganos examinados:  linfocitos T doble negativos (CD4- CD8-) y doble positivos de timo (CD4+ 
CD8+) así como las poblaciones CD8 (CD4- CD8+) y CD4 (CD4+ CD8-)  de timo, bazo, nódulos 


















































































































El número y porcentaje de las poblaciones mieloides fueron también comparables a las de 
los controles “wild-type”, en concreto, granulocitos (Gr1hi Mac1hi ) y macrófagos (Gr1low/int Mac1hi) 



















Figura 16. Análisis por citometría de flujo de las poblaciones B-1 en ratones Sca1-HGAL. Se analizó la población de 
linfocitos B B-1, definidos como IgDloIgMhiMac1+CD5+en médula ósea, peritoneo, nódulos linfáticos y bazo de ratones 
jóvenes y viejos controles “wild-type” y Sca1-HGAL (n=3 por grupo). En el panel superior se representa un análisis de 
citometría de flujo reflejando las células B-1 y B-2 además de los subtipos B-1a y B-1b. Los porcentajes de células B-1 en 
los distintos tejidos fueron representados en histogramas como el valor medio junto con la desviación estándar, 
encontrándose diferencias altamente significativas en ratones Sca1-HGAL viejos en nódulos linfáticos con un valor de p 
inferior al 0,0001 y, en bazo, con un valor de p inferior al 0,01. 
 







































































   




1.1.5. Formación del centro germinal en ratones Sca1-HGAL jóvenes 
Con el objetivo de analizar si los ratones Sca1-HGAL respondían de forma normal a la 
estimulación con un antígeno T-dependiente, 4 ratones Sca1-HGAL y 4 ratones control “wild-type”, 
con una edad de 6-7 meses, fueron inmunizados con una solución de eritrocitos de cordero y el 
porcentaje de células B del centro germinal (B220+ FAShi GLThi PNAhi) se analizó por citometría de 
flujo a los 6 y 11 días de inmunización, respectivamente. Se usó un control “wild-type” no 
inmunizado en paralelo. No se encontraron diferencias significativas entre los 2 grupos, 
demostrando que los ratones jóvenes Sca1-HGAL responden normalmente a la estimulación con 
un antígeno T-dependiente [Figura 17A-B]. En paralelo, se evaluó histológicamente el bazo de 
dichos ratones y no se encontraron diferencias ni en el tamaño ni en la distribución de la pulpa 
blanca. Tampoco se encontraron diferencias en el tamaño, número y distribución de los centros 
germinales [Figura 17C].  
1.1.6. El ratón Sca1-HGAL de un año de edad presenta alteraciones en el sistema 
hematopoyético 
1.1.6.1. El ratón Sca1-HGAL tiene alteradas sus poblaciones linfoides B y presenta un incremento 
de tamaño en sus placas de Peyer 
A partir de un año de edad, los ratones Sca1-HGAL comenzaron a mostrar signos generales de 
enfermedad como son: el incremento de la frecuencia respiratoria, la disminución de sus 
movimientos en la jaula, la piloerección, y la caquexia.  
El análisis inmunofenotípico reveló alteraciones del sistema inmune en las poblaciones B 
de sangre periférica, médula ósea y bazo. Sin embargo, los análisis citométricos realizados no 
detectaron ninguna alteración en la composición hematopoyética del timo de los ratones 
transgénicos. Específicamente, estos animales presentaron una disminución no significativa del 
número y porcentaje de las células B inmaduras, pro-B y pre-B de médula ósea, a expensas de un 



























Figura 17. Desarrollo de centros germinales en ratones Sca1-HGAL en respuesta a un antígeno T dependiente. A) 4 
ratones Sca1-HGAL y 4 ratones controles “wild-type” jóvenes fueron inmunizados con una solución de eritrocitos de 
cordero y se determinó mediante citometría de flujo el porcentaje de células B220+PNA+Fas+GL7+ de centro germinal tras 6 
y 11 días de inmunización. B) Se representó el porcentaje medio de este tipo de células junto con la desviación estándar, 
no encontrándose diferencias significativas entre los ratones Sca1-HGAL y los ratones controles “wt”. C) Se examinaron en 
paralelo las secciones histológicas de bazos de todos estos ratones junto con un control “wild-type” no inmunizado, no 
hallándose diferencias ni en el tamaño ni en la distribución de la pulpa blanca., ni en el número, tamaño y distribución de 
los centros germinales. Se muestra un aumento original de 200X. 
 
Al mismo tiempo, se detectaron poblaciones anómalas B220- IgM+ en sangre periférica y 
médula ósea [Figura 18B], que no correspondían con células plasmáticas B220loCD138+, como se 
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“wild-type” mediante tinciones específicas [Figura 19]. En cambio, presentaron un acúmulo de 
















Figura 18. Caracterización de las poblaciones linfoides B en el ratón Sca1-HGAL. Se realizó citometría de flujo de 
ratones Sca1-HGAL y ratones controles “wild-type” de un año de edad. A) En médula ósea de ratones Sca1-HGAL se 
encontró una disminución no significativa del número y porcentaje de las células B inmaduras, pro-B y pre-B, a expensas 
de un incremento en la población de células B recirculantes. B) Los ratones Sca1-HGAL presentaron poblaciones 
anómalas B220- IgM+ en sangre periférica y médula ósea y un acúmulo de linfocitos B foliculares en bazo. 
 
El análisis de la población linfoide B-1 reveló una disminución significativa del porcentaje 
de estas células en bazo de ratones viejos transgénicos y un incremento significativo de esta 
población en los nódulos linfáticos de ratones viejos Sca1-HGAL comparado con ratones jóvenes 
y con los controles “wild-type”. En médula ósea y peritoneo no se detectaron diferencias ni en el 
número ni en el porcentaje de las poblaciones celulares B-1 entre los animales transgénicos y los 
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Figura 19. Análisis de células plasmáticas en bazo de ratones Sca1-HGAL. Con el objetivo de determinar si el acúmulo 
de células B220- IgM+ en sangre periférica y médula ósea correspondía con células plasmáticas, se hizo citometría de flujo 
en bazo de 3 ratones jóvenes y en 3 ratones viejos tanto controles “wild-type” como Sca1-HGAL, usando el marcador 
específico CD138 junto con B220. Se representó por cuadrantes el porcentaje celular en cada caso, no encontrándose 
diferencias entre los grupos analizados. 
Además de las alteraciones en el inmunofenotipo, los ratones Sca1-HGAL mostraron un 
incremento en el tamaño de sus placas de Peyer comparado con los animales control “wild-type”. 
Mediante inmunohistoquímica específica, se comprobó que las células residentes en las placas 












Figura 20. Tinción hematoxilina-eosina e inmunohistoquímica con el marcador HGAL en placas de Peyer de 
ratones Sca1-HGAL y placas de Peyer humanas. Las distintas secciones del intestino delgado de ratones Sca1-HGAL 
mostraron placas de Peyer con un tamaño incrementado y centros germinales prominentes, positivos para los marcadores 
PAX5 y HGAL, comparado con ratones controles “wild-type”. Estos resultados se compararon con placas de Peyer 
humanas (paneles derechos). Todas las imagénes fueron fotografiadas a aumentos comparables: 100X, en el caso de las 
placas de Peyer de ratón y 300X para el resto de paneles del mismo. En el caso de las placas de Peyer humanas se 
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1.1.6.2. El ratón Sca1-HGAL presenta linfoproliferación policlonal: hiperplasia linfoide y amiloidosis, 
reduciendo significativamente su supervivencia 
En la necropsia de los animales examinados, se observó recurrentemente una 
esplenomegalia masiva [Figura 21]. Estos bazos, junto con hígado, páncreas, ovario, testículo, 
corazón, pulmón, riñón, médula ósea, timo e intestino delgado fueron extraídos y analizados por 
anatomía patológica. Así, mediante tinción hematoxilina-eosina, se observó que la arquitectura 
global del bazo se preservaba aunque los sinusoides esplénicos estaban dilatados y 
distorsionados por grandes cantidades de depósitos proteináceos, presentes también alrededor de 
vasos sanguíneos de pequeño y mediano calibre. Estos depósitos se encontraron también 







Figura 21. Imágenes macroscópicas del bazo de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos. El bazo de los ratones Sca1-
HGAL hiperplásicos mostró un incremento de tamaño, respecto a controles “wild-type” de la misma edad. Los datos son 
representativos del análisis patológico de 36 ratones Sca1-HGAL. 
 
Se hizo también inmunohistoquímica con anticuerpos específicos frente a los distintos 
linajes para así confirmar la naturaleza de las células responsables de la hiperplasia linfoide. B220 
y PAX5 resultaron ser positivos, aunque la tinción de B220 era más débil comparada con la de 
PAX5. El anticuerpo CD3, específico de células T, marcó algunas de estas células y la tinción con 
IRF4 señaló algunas áreas de células T junto con unas pocas células plasmacitoides. Los 
marcadores PNAbio, CD138 y CD38 resultaron ser negativos, indicando que la hiperplasia linfoide 
se debía a un acúmulo de linfocitos B pero sin formación de centro germinal y sin células 
plasmáticas [Figura 22]. 
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Figura 22. Imágenes de anatomía patológica en bazo de ratones Sca1-HGAL. El bazo de ratones Sca1-HGAL preservó 
su arquitectura aunque los sinusoides esplénicos estaban dilatados y distorsionados por grandes cantidades de depósitos 
proteináceos (panel I, aumento original de 40X), presentes también en áreas de hiperplasia linfoide (paneles II y III, 
aumentos originales de 100X y 400X, respectivamente). Los linfocitos B de estas áreas eran positivos para B220 (panel IV) 
y PAX5 (panel V), que contaban también con células T CD3+ (panel VI) y células plasmacitoides positivas para IRF4 
(panel VII). Las células situadas en áreas de hiperplasia linfoide resultaron ser negativas para PNA (marcador de centro 
germinal) y CD138 (que tiñe células plasmáticas), (paneles VIII y IX). Se usó un aumento original de 200X para la 
inmunohistoquímica. Se identificaron depósitos de material amiloide, mediante las tinciones (aumento original de 400X) 
positivas para Rojo Congo (tinción naranja, panel X), tricromo (tinción azul grisácea, panel XI) y birrefringencia verde 
manzana bajo la luz polarizada (panel XII). 
 
Las secciones de bazo de ratones controles “wild-type” no mostraban signos ni de 
hiperplasia linfoide ni de deposición de material amiloide. La pulpa blanca presentaba una 
distribución normal de linfocitos B y T, con una expresión normal de los marcadores B220, PAX5, 
CD3, IRF4, PNABio y CD138 [Figura 23]. 
Paralelamente, se hicieron tinciones más específicas para determinar la naturaleza de los 
depósitos proteináceos. Así, las tinciones Rojo Congo y tricromo (específicas de componente 
amiloide), resultaron ser positivas: la primera mostró el característico color naranja y, la segunda, 
el color típico azul grisáceo (y no azul turquesa brillante típico del colágeno). Asímismo las 
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secciones exhibieron refringencia verde manzana bajo la luz polarizada.  Todo ello confirmó que el 











Figura 23. Imágenes de anatomía patológica en bazo de ratones controles “wild-type”. La pulpa blanca (paneles I y 
II) mostró una distribución normal de células B (paneles III y IV) y células T (paneles V y VI) con una expresión apropiada 
de los marcadores B220, PAX5, CD3, IRF4, PNABio y CD138 (paneles III a VIII). Se usó un aumento original de 40X para 
el primer panel y un aumento original de 200X para el resto de paneles. 
 
Se analizaron también distintas secciones de otros órganos. En concreto, en el caso del 
riñón, hígado y pulmón, éstos preservaban la arquitectura normal aunque presentaban infiltrados 
linfoides mixtos, ausentes en animales control “wild-type”, correspondientes con hiperplasia 
linfoide Se observó una deposición masiva de material amiloide en todos los glomérulos renales 
así como en el intersticio. Estos mismos depósitos se hallaron rodeando los vasos sanguíneos de 
pequeño y mediano calibre en riñón, pulmón e hígado, pero no en el corazón. La naturaleza del 
componente amiloide se confirmó con las tinciones específicas Rojo Congo, Tricromo y el análisis 
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Figura 24.  Imágenes de anatomía patológica en riñón, hígado y pulmón de ratones Sca1-HGAL. A) El riñón de 
ratones Sca1-HGAL preservó su arquitectura global (panel I) aunque presentó áreas de hiperplasia linfoide (II) y depósitos 
proteicos amorfos (panel III) en los glomérulos y rodeando vasos sanguíneos. Las tinciones Rojo Congo y tricromo y la luz 
polarizada confirmaron la deposición de material amiloide (IV-VI) B) Estos hallazgos se repitieron en hígado y pulmón: 
infiltrados linfoides y proteína amiloide. Aumentos originales de 200X. 
 
Mediante microscopía electrónica de transmisión en bazos de ratones Sca1-HGAL, se 
confirmó de nuevo que los depósitos proteináceos correspondían a amiloide al observar los 
característicos haces de fibrillas lineales no ramificadas en el espacio extracelular [Figura 25A]. 
Para investigar más a fondo la naturaleza del componente amiloide, se realizó la técnica de 
espectrometría de masas en tándem (LC MS/MS) en placas de amiloide de muestras de bazo y  




Riñón Hiperplasia linfoide Glomérulos 
Rojo Congo Tricromo Luz polarizada 
A 
Hígado Infiltrado linfoide Rojo Congo Luz polarizada 
Rojo Congo Infiltrado linfoide Pulmón Tricromo 
B 
  
   





















Figura 25. Análisis de las fibrillas del material amiloide. A) La microscopía electrónica confirmó la naturaleza de los 
depósitos proteicos (aumentos originales: 7000X y 50000X). B) Las placas de amiloide positivas para Rojo Congo se 
microdiseccionaron bajo la luz polarizada en muestras de riñón y bazo.  C) La espectrometría de masas identificó 720 
proteínas, representándose las 25 más abundantes con nombre, número identificativo de la plataforma UniProt y peso 
molecular. Los números indican el número de espectros de péptidos totales identificados para cada proteína. Las proteínas 
con una estrella son las asociadas a amiloide. D) Secuencia de AA de la proteína SAA2. Los AA identificados por la MS 
están resaltados en amarillo. Los primeros 19 AA representan el extremo amino terminal del péptido señal, eliminados 
antes de la secreción de la proteína  a la circulación.  
 
Se encontró que la proteína patogénica más abundante en los depósitos amiloides era la 
proteína SAA2 o proteína amiloide sérica A-2, consistente con una amiloidosis de tipo AA [Figura 
25B-C]. Además de la proteína SAA2, como en el caso de la amiloidosis humana, se encontraron 
otros constituyentes de distintos tipos de amiloide: apolipoproteína E, apoliproteína A-IV, 
componente amiloide P sérico y apolipoproteína A-I [Figura 25C]. 
A continuación se analizó la secuencia peptídica de dicha proteína y se encontraron varias 
deleciones de aminoácidos. En concreto, se detectó la ausencia de 33 aminoácidos en el extremo 
carboxilo terminal, sugiriendo que dichos residuos habían sido eliminados durante el proceso de 
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amiloidogénesis, similar a lo que ha sido descrito en la amiloidosis humana AA394. Del mismo 
modo, los primeros 19 aminoácidos que representan la señal peptídica del extremo amino terminal 
habían sido eliminados durante el proceso de maduración de la proteína, antes de que fuera 
secretada en la circulación. En el medio de la secuencia proteica, se detectó también la ausencia 
de múltiples aminoácidos, probablemente debido a la presencia de numerosos sitios de corte de la 
tripsina [Figura 25D].  
Las neoplasias linfoides son monoclonales y en la gran mayoría de estas proliferaciones el 
reordenamiento de los genes de las inmunoglobulinas precede a la transformación cancerígena. 
Por ello, todas las células derivadas de una misma célula progenitora maligna compartirán un DNA 
reordenado de forma similar. Así, con el objetivo de determinar si la hiperplasia linfoide era de 
origen clonal, se extrajo DNA del bazo de ratones Sca1-HGAL y de controles “wild-type” y se 
analizó el reordenamiento VDJ de los genes de sus inmunoglobulinas mediante las técnicas de 
Southern-Blot y PCR [Figura 26A-B]. En concreto, se extrajo DNA de bazo de 2 ratones controles 
“wild-type” y 8 ratones transgénicos con hiperplasia linfoide y tras su digestión con enzimas de 
restricción, se hibridó con una sonda 3´JH4 que hibridaba con el gen de la cadena pesada de las 
inmunoglobulinas. No se detectaron reordenamientos del gen de la cadena pesada, comparando 
con el control positivo tumoral [Figura 26A]. Al mismo tiempo, se extrajo DNA genómico de 7 
bazos transgénicos y 2 bazos control “wild-type” y fue amplificado mediante PCR VDJ, seguido de 
clonación y secuenciación de las posibles bandas clonales. No se detectaron tampoco productos 








Figura 26. Ensayos de clonalidad en ratones Sca1-HGAL con 
hiperplasia linfoide. A) El DNA de bazo de 2 ratones controles “wt” y 8 ratones Sca1-HGAL hiperplásicos se digirió y fue 
usado para estudiar la clonalidad mediante Southern Blot y el uso de una sonda 3’JH4 procedente de la digestion del 
plásmido JH4.3 con los enzimas HindIII y EcoRI. Se usó un tumor monoclonal como control positivo (1) y el DNA de bazo 
de un ratón control “wild-type” como control negativo (2). “L.G.” determina la posición de los fragmentos de DNA de la línea 
germinal. B) Igualmente se analizaron los reordenamientos génicos de las cadenas pesadas y ligeras de las 
inmunoglobulinas  mediante PCR en DNAs de bazos de 7 ratones Sca1-HGAL hiperplásicos y 2 controles “wt”. “B” 
corresponde con DNA genómico de células B de ratones controles “wt” y “T” se refiere a DNA de células T de controles “wt”. 
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Como consecuencia de todas estas alteraciones en el sistema hematopoyético, todos los 
animales transgénicos Sca1-HGAL murieron entre los 12 y los 22 meses de edad, mostrando una 







Figura 27. Curva de supervivencia de ratones Sca1-HGAL. La supervivencia de 23 ratones Sca1-HGAL hiperplásicos 
fue analizada mediante el estimador de Kaplan-Meier y comparada con la de 8 ratones controles “wild-type” obteniendo 
diferencias estadísticamente significativas (p=0,0000003). 
 
1.1.7. El cariotipo del ratón Sca1-HGAL es normal y carece de la translocación que 
involucra a Bcl2 
Con el objetivo de estudiar si el fenotipo observado en estos ratones estaba mediado por 
alteraciones cromosómicas secundarias, se analizó mediante citogenética el cariotipo en linfocitos 









Figura 28. Imagen del cariotipo de ratones Sca1-HGAL. Se analizó el cariotipo en linfocitos B de ratones Sca1-HGAL 
hiperplásicos con el objetivo de estudiar la presencia de alteraciones cromósomicas  secundarias. 
 



























La translocación t(14;18)(q32;q21) que involucra al gen BCL2 se encuentra en un 15% de 
los casos de linfoma difuso de células B grandes. Dicha alteración da lugar a una expresión 
ectópica de BCL2, que se coloca bajo el control de elementos regulatorios del locus de la 
inmunoglobulina182. Se estudió, por tanto, si los linfocitos B de ratones Sca1-HGAL con hiperplasia 
presentaban dicha alteración, usando para ello sondas específicas frente a Bcl2 e IgH y la técnica 






Figura 29. Imagen de FISH en linfocitos B de bazo de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos. Se usaron sondas 
específicas frente a Bcl2 e IgH y la técnica FISH con el objetivo de estudiar si ambos genes estaban translocados, no 
encontrándose dicha alteración. 
 
1.1.8. El ratón Sca1-HGAL presenta hipergammaglobulinemia 
La presencia de la hiperplasia linfoide policlonal en los ratones transgénicos nos hizo pensar en 
una posible estimulación inmune. Para ello, analizamos los títulos de las distintas 
inmunoglobulinas en el suero de 5 ratones Sca1-HGAL y de 5 ratones control “wild-type” sin 
inmunizar de 14 meses de edad mediante la técnica de ELISA. Los ratones Sca1-HGAL 
produjeron anticuerpos de todos los isotipos encontrándose que los títulos de la inmunoglobulina 
G (IgG) eran más altos comparado con los ratones control “wild-type”, aunque sólo se alcanzó la 






Figura 30. Análisis de los niveles de inmunoglobulinas en suero de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos. Se 
analizaron los títulos de anticuerpos en suero de 5 ratones Sca1-HGAL (círculos negros) y 5 ratones controles “wild-type” 
(círculos blancos) mediante  “Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas”, encontrándose diferencias altamente 


































   




1.1.9. La hiperplasia linfoide policlonal se debe a un incremento de la señalización del BCR 
1.1.9.1. Los linfocitos B de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos proliferan más 
La hiperplasia linfoide observada en los ratones Sca1-HGAL hizo pensar en una mayor 
proliferación de sus linfocitos B debido bien a un incremento de la señalización del BCR, o bien a 
un aumento en la supervivencia de las células B. 
Con el objetivo de abordar y estudiar cada una de estas dos posibilidades, se llevó a cabo 
un ensayo de proliferación de linfocitos B tras la estimulación de su receptor. Para ello, se llevó a 
cabo la purificación de dichas células de 3 ratones controles “wild-type”, 3 ratones jóvenes 
transgénicos sin hiperplasia y 3 ratones viejos con hiperplasia linfoide. Los linfocitos, una vez 
purificados, fueron puestos en cultivo con RPMI y estimulados durante 48 horas con anti-IgM a 
distintas concentraciones (0; 0,5; 2 y 8µg/mL). Pasado este tiempo, se añadieron 0,5mCi de [3H] 
timidina y se midió la incorporación de la misma con un contador de centelleo, reflejo de la 
proliferación de los linfocitos B. No se encontraron diferencias en la proliferación celular entre el 
grupo de controles “wild-type” y el grupo de ratones Sca1-HGAL jóvenes. Sin embargo, los 
linfocitos B de los ratones Sca1-HGAL con hiperplasia proliferaron más en respuesta a las 
concentraciones de 0,5 y 2µg/mL de anti-IgM comparado con los otros dos grupos, aunque la 
proliferación fue similar en los 3 grupos con la concentración saturante de 8µg/mL. Las diferencias 
halladas a las concentraciones de 0,5 y 2µg/mL fueron altamente significativas con un p valor de 








Figura 31. Ensayo ex vivo de proliferación de linfocitos B en respuesta a la estimulación de inmunoglobulinas de 
superficie. Linfocitos B purificados de 3 ratones controles “wt”, 3 ratones Sca1-HGAL no hiperplásicos y 3 ratones Sca1-
HGAL con hiperplasia linfoide fueron estimulados con las concentraciones indicadas de anti-IgM para medir  la proliferación 
celular en función de la incorporación de timidina [3H]. Se compararon los valores de incorporación de timidina mediante el 
análisis de la varianza de dos vías y se representaron la media y el error estándar de la media, alcánzandose diferencias 






















































1.1.9.2. La supervivencia de los linfocitos B transgénicos no está incrementada 
A continuación quisimos estudiar si los linfocitos B de los ratones Sca1-HGAL hiperplásicos 
presentaban una mayor supervivencia comparado con linfocitos B normales. Para ello, se tomaron 
células B de 3 ratones Sca1-HGAL y 3 ratones controles “wild-type” y fueron cultivadas en DMEM 
suplementado con un 5% de suero bovino fetal. Se analizó la muerte a distintos tiempos (2, 4 y 6 
días) tomando para ello alícuotas del medio cultivo y usando los marcadores anexina V y ioduro 
de propidio para su análisis por citometría de flujo. Tanto los linfocitos B de ratones controles “wild-
type” como los de ratones Sca1-HGAL murieron prácticamente tras 6 días de cultivo, y no se 
encontraron diferencias significativas en los ratios de muerte celular. Estos resultados indicaron 
que el acúmulo de linfocitos B en ratones Sca1-HGAL no se debe a que HGAL promueva la 









Figura 32. Ensayo de apoptosis de linfocitos B de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos vs linfocitos B controles 
“wild-type”. Se pusieron en cultivo DMEM 5% FCS suspensiones de linfocitos B de bazo de 3 ratones controles “wild-type” 
y 3 ratones Sca1-HGAL  y se analizó la viabilidad celular cada 48 horas mediante citometría de flujo y el uso de los 
marcadores anexina V y PI (ioduro de propidio). No se encontraron diferencias en los ratios de muerte entre los ratones 
Sca1-HGAL y los controles “wt” tras 6 días de cultivo y en los 3 experimentos independientes que se realizaron.  
 
1.1.9.3. Los linfocitos B de ratones HGAL hiperplásicos son más sensibles a la estimulación  
Los experimentos de proliferación y muerte celular nos hicieron pensar que los linfocitos B 
hiperplásicos Sca1-HGAL eran más sensibles a la estimulación de sus inmunoglobulinas ya que 
proliferaban más en respuesta al anticuerpo anti-IgM pero morían de igual forma que los linfocitos 
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Para demostrar esta teoría, se realizaron ensayos de movilización del calcio intracelular tal 
como se habían realizado previamente en líneas celulares de linfoma no Hodgkin. Para ello se 
estimularon linfocitos B de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos y de ratones controles “wild-type” 
con  anti-IgM y se midió la liberación del calcio intracelular por citometría de flujo. Se encontró un 
incremento de los niveles de calcio en los 3 casos de linfocitos B de ratones Sca1-HGAL 







Figura 33. Cinética de movilización del calcio intracelular tras la estimulación celular. Los linfocitos B de bazo de 3 
ratones Sca1-HGAL con hiperplasia linfoide (en color negro) y los de 3 controles “wt” (en color gris) fueron estimulados con 
anti-IgM (indicado con la flecha) y se midió mediante citometría de flujo la liberación del calcio intracelular, que fue mayor 
en ratones Sca1-HGAL. 
 
Además de la movilización del calcio, en los mismos linfocitos B, se analizó por Western 
Blot la fosforilación de la proteína Syk en respuesta a la estimulación de su receptor de membrana. 
Así,  se observó un incremento en la cantidad de la proteína Syk fosforilada (pSyk (pY352)) en el 
caso de las células B de ratones Sca1-HGAL respecto a los controles “wild-type”, aunque los 








Figura 34.  Western Blot mostrando la fosforilación de la proteína Syk en linfocitos B de ratones Sca1-HGAL vs 
controles. Los linfocitos B de bazo de ratones controles “wt” y ratones hiperplásicos Sca1-HGAL fueron estimulados con 
anti-IgM durante 1 minuto y se analizó la fosforilación de la proteína Syk (pY352) mediante Western Blot. Para el control de 



































Estudios previos in vitro habían demostrado que HGAL inducía la activación de la proteína 
RhoA en linfocitos B humanos213. Quisimos, por tanto, estudiar este efecto en los linfocitos B de 
los ratones hiperplásicos  Sca1-HGAL. Para ello, se aislaron dichas células, utilizando como 
controles células B de ratones controles “wild-type” y células B de ratones Sca1-HGAL sin 
hiperplasia. Todas las células fueron estimuladas con ácido lisofosfatídico durante 45 segundos 
midiéndose a continuación la actividad de la proteína RhoA por triplicado. Los niveles de RhoA 
unido a GTP de ratones hiperplásicos fueron superiores comparado con los controles “wild-type” 










Figura 35. Medida de los niveles de la proteína RhoA activa en ratones Sca1-HGAL hiperplásicos. Se usaron 
linfocitos B de bazo de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos y ratones controles “wt” estimulados con 1µg/ml de ácido 
lisofosfatídico durante 45 segundos para medir la actividad de RhoA. El tampón de lisis se usó como control negativo y la 
proteína RhoA como control positivo. Los resultados son representativos de experimentos hechos por triplicado y se han 
representado como la media más la desviación estándar.  
1.1.10. El transcriptoma de los linfocitos B de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos está 
alterado 
1.1.10.1. Los ratones Sca1-HGAL sobreexpresan genes característicos de movimiento, migración 
celular y de la vía de señalización del BCR 
Para analizar el efecto de HGAL en las funciones de los linfocitos y en la linfoproliferación in vivo, 
se llevó a cabo un análisis de expresión génica utilizando RNA de linfocitos B de bazo de 4 
ratones Sca1-HGAL hiperplásicos y 4 ratones control “wild-type”. Usando la técnica SAM 
(Significance Analysis of Microarrays) con un FDR al 10% en un análisis supervisado, se 
identificaron 981 genes significativamente más expresados en linfocitos B de ratones hiperplásicos 
comparado con los ratones control “wild-type” y de éstos, nos centramos en los genes con, al 
menos, un cambio de expresión 3 veces mayor, obteniendo así 107 genes [Figura 36A]. 
 
Los resultados de la base de datos IPA  reflejaron sobreexpresión de genes relacionados 
con movimiento celular (p=5,46e-9, IPA) y migración celular (p<0,0001, IPA), tal y como había sido 



















































   




la movilidad de los linfocitos212,214. Se observó también una inducción significativa de componentes 
de la vía de señalización del BCR, incluyendo los genes de la cadena pesada de las 
inmunoglobulinas Ighg1, Igh-2 [IgA], Ighg2b, Ighg2c, que son genes codificantes de las proteínas 
IgG1, IgA e IgG2b, respectivamente, corroborando así la hipergammaglobulinemia observada en 



























Figura 36. Huella transcripcional en ratones Sca1-HGAL hiperplásicos. A) Panel con 107 genes diferencialmente 
expresados en linfocitos B (LB) Sca1-HGAL respecto a LB “wt”. Cada fila representa un gen y cada columna, una muestra 
de mRNA (de un total de 8). El nivel de expresión de cada gen en cada muestra es relativo al nivel medio de expresión de 
ese gen en todas las muestras y se ha representado usando una escala de color rojo-verde (con ratios de fluorescencia 
desde 0,25 a 4). B) Niveles de expresión relativos de los mRNAS de Igh-2, Ighg1, Ighg2b y Cd80. C) Citometría de flujo 
reflejando la  inducción de la proteína CD80 en ratones Sca1-HGAL D) Análisis GSEA mostrando la representación relativa 
de los distintios estadios de diferenciación celular dentro de los LB Sca1-HGAL comparado con los de controles “wt”. Los 
LB Sca1-HGAL están enriquecidos en huellas transcripcionales de células foliculares, marginales y plasmáticas E) 
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Al igual que estos genes, se hallaba sobreexpresado el gen codificante de CD80, proteína 
responsable de coestimular linfocitos T. Este hallazgo se confirmó a nivel de proteína mediante 
citometría de flujo [Figura 36A-C].  El gen Anxa2 se encontró también sobreexpresado. Dicho gen 
codifica un miembro de la familia Anexina395. Los miembros de esta familia de proteínas de unión a 
fosfolípidos, juegan un papel importante en la regulación del crecimiento celular y en vías de 
transducción de señales [Figura 36A].  
 
Otros genes que se hallaron diferencialmente expresados fueron Rgs13 y Rgs18, genes 
que codifican para reguladores de la señalización de proteínas G, cuya regulación a la baja podría 
ser la responsable de un incremento en la señalización de las proteínas G y, por tanto, de la 
activación de la proteína RhoA. El gen Cd93 se expresaba menos en ratones transgénicos Sca1-
HGAL. Este gen codifica para un receptor expresado en su mayoría en progenitores de médula 
ósea aunque también en menor medida en células B transicionales e inmaduras de bazo. Es 
inducido durante la diferenciación plasmática y juega un papel importante en mantener las células 
plasmáticas en los nichos de la médula ósea. Además, presenta funciones en la adhesión 
intercelular y en la eliminación de células apoptóticas396-399 [Figura 36A]. No se encontraron 
diferencias significativas en los niveles de expresión de los genes codificantes de CD86, CD69, 
CD5 o MHC-II. 
1.1.10.2. Los linfocitos B en estadios de linfocito B folicular, marginal y célula plasmática están 
sobrerrepresentados 
 
Con el fin de determinar el estadio de diferenciación real en el que se encontraban los linfocitos B 
de ratones hiperplásicos, se realizó un análisis de enriquecimiento (GSEA). Se comparó así el 
transcriptoma de los linfocitos B de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos con las huellas 
transcripcionales de diferentes estadios de diferenciación de linfocitos B murinos normales400. Así, 
se encontró que los linfocitos B de ratones Sca1-HGAL estaban enriquecidos en una huella 
transcripcional típica de linfocitos B foliculares y de la zona marginal así como diferenciación a 
célula plasmática [Figura 37A-B].  
 
Para validar estos resultados, se realizó un análisis recíproco utilizando para ello las 
huellas transcripcionales de los linfocitos B de ratones Sca1-HGAL en los transcriptomas de las 
células B murinas. Así, se buscó si los genes que se encontraban sobreexpresados en linfocitos B 
de ratones Sca1-HGAL en los estadios folicular y de célula plasmática eran los mismos o parte de 
los propios o característicos de los estadios normales de célula B folicular/marginal, plasmática u 
otro estadio de diferenciación B.  Este análisis evidenció un enriquecimiento de los genes 
inducidos por HGAL en las células B foliculares/marginales pero no en las células plasmáticas 
[Figura 37C]. El hecho de que los genes sobreexpresados en linfocitos B de ratones Sca1-HGAL 
  
   




no se encontraran en los estadios de célula plasmática podía deberse a genes regulados a la baja 
en células plasmáticas que, sin embargo, estaban inducidos en linfocitos B de ratones Sca1-HGAL.  
Además, la inmunohistoquímica y los estudios de citometría de flujo no mostraron un incremento 
de células plasmáticas en ratones Sca1-HGAL hiperplásicos, sugiriendo que sus células B220+ 
están dirigidas a un programa de diferenciación plasmática pero los cambios transicionales 
inducidos eran insuficientes para dirigir dichos linfocitos a una diferenciación a célula plasmática. 
De hecho, las huellas transcripcionales de ratones Sca1-HGAL carecían de la expresión de Prdm1 
o Xbp1, genes necesarios para la génesis de células plasmáticas.  
 
En conclusión, estos resultados indicaban que los linfocitos B de ratones Sca1-HGAL 
poseían huellas transcripcionales típicas de linfocitos B foliculares, marginales y plasmáticas, 
sugiriendo que HGAL podría jugar un papel esencial en la biología normal de estas células. 
1.1.10.3. Genes inducidos en la hiperplasia linfoide por HGAL coinciden con los sobreexpresados 
en otros linfomas murinos 
 
Por último, comparamos las huellas transcripcionales de los ratones Sca1-HGAL hiperplásicos con 
aquellas que se encuentran inducidas en otros tumores de células B, con especial atención en 
tumores formados por estadios celulares de centro germinal y posteriores401,402. Se usaron para 




Así, los genes que estaban inducidos en ratones Sca1-HGAL con hiperplasia linfoide 
coincidían con algunos de los sobreexpresados en linfomas murinos del centro germinal 
conducidos por Bcl6 (p=2,48e-4) y con aquellos que estaban reprimidos en tumores de células 


























Figura 37. Huellas transcripcionales inducidas o reprimidas por HGAL en células B normales o malignas. A) 
Agrupación jerárquica no supervisada de genes inducidos en LB de ratones Sca1-HGAL comparado con LB controles a lo 
largo de los estadios normales de diferenciación B. B) Agrupación jerárquica no supervisada de genes reprimidos en LB de 
ratones Sca1-HGAL comparado con LB controles a lo largo de los estadios normales de diferenciación B. C) Análisis de 
enriquecimiento de genes inducidos por HGAL en células foliculares/marginales (panel superior) y en células plasmáticas 
(panel inferior) comparado con otros estadios de diferenciación. D) Solapamiento significativo de genes inducidos por 
HGAL y por Bcl6 en linfoproliferación B. E) Solapamiento significativo de genes inducidos por HGAL con los reprimidos por 
Myc/ Bcl-xL en linfoproliferación B. 
1.2. Impacto de la célula de origen en la linfomagénesis mediada por HGAL 
Los resultados obtenidos con ratones Sca1-HGAL sugerían que la expresión limitada de HGAL a 
células stem/progenitoras era suficiente para desarrollar la patología linfoide. Sin embargo, estas 
observaciones no descartaban que la hiperplasia linfoide pudiera producirse por una expresión 
transitoria de HGAL en estadios más tardíos de la diferenciación celular B. Con el fin de descartar 
esta posibilidad, desarrollamos una estrategia genética diferente y complementaria que nos 
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1.2.1. Generación del modelo murino Rosa26HGAL y genotipado 
El locus permisivo Rosa26 (ROSAβgeo26) de ratón fue descubierto por Friedrich y Soriano en 
1991 mediante un experimento de atrapamiento de genes usando células madre embrionarias 
infectadas con un retrovirus403.  El locus Rosa26, localizado en el cromosoma 6 de ratón, produce 
tres transcritos. Los genes dirigidos al locus de Rosa26 muestran una expresión ubicua y estable 
en embriones y ratones adultos404. El targeting o focalización de un gen en este locus se logra 
introduciendo el gen de interés en el primer intrón del locus, en el sitio único de restricción XbaI. 
Para ello, una construcción con la misma secuencia aceptora de empalme, en inglés “splice 
acceptor sequence”, (SA) que la usada en los experimentos de atrapamiento de genes seguido 
por el gen de interés y una señal de poliadenilación se insertan en el sitio de restricción XbaI del 
vector pRosa26-1 donde también se incluye una secuencia de resistencia a neomicina. (Ver 
"Addgene plasmid 21714"). 
El vector CTV fue creado tras la modificación del vector pRosa26-1 Contiene el promotor 
del citomegalovirus, “CAG”; un casete de resistencia a neomicina “Neo”; una secuencia de paro 
“STOP” flanqueada por dos sitios LoxP, susceptibles de ser eliminados por una recombinasa Cre 
(sistema derivado del bacteriófago P1). Posee además,  una secuencia IRES que permite la 
coexpresión del gen codificante de la proteína fluorescente verde GFP con el gen de interés, 
ambos flanqueados por dos sitios “frt”, susceptibles de ser eliminados por la enzima recombinasa 











Figura 38. Generación del ratón Rosa26HGAL. El vector CTV (targeting vector) fue utilizado para la generación del ratón 
Rosa26HGAL. Contiene el promotor del citomegalovirus, “CAG”; un casete de resistencia a neomicina “Neo”; una secuencia 
de paro “STOP” flanqueada por dos sitios LoxP, susceptibles de ser eliminados por una recombinasa Cre; una secuencia 
IRES que permite la coexpresión del gen de interés con el gen codificante de la proteína fluorescente verde GFP, ambos 
flanqueados por dos sitios “frt”, susceptibles de ser eliminados por la enzima recombinasa Flp y; finalmente, una cola poliA 
“pA”. El cDNA de HGAL se introdujo en el sitio de restricción AscI del vector CTV y éste fue utilizado para la generación del 
modelo murino Rosa26HGAL mediante recombinación homóloga en los exones 1 y 2 del locus Rosa26 (Alelo modificado). La 
eliminación de la secuencia de paro por una Cre recombinasa específica permitiría la expresión de HGAL y GFP (Alelo 
delecionado por Cre). Se indican en color morado los oligonucleótidos (oIMR013, oIMR014, GFP-FP2 y GFP-RP1) y en 
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El cDNA de HGAL se extrajo de su vector de origen y se introdujo en  el sitio de restricción 
AscI del vector CTV. La secuencia de paro se situó delante del gen HGAL y del gen codificante de 
la proteína reportera GFP. Por lo tanto, en ausencia de una Cre recombinasa, ni el gen HGAL ni el 
gen GFP  se expresan. Sólo la eliminación de la secuencia de paro por una Cre recombinasa 
específica permitiría la expresión de ambos [Figura 38]. 
El vector CTV fue linealizado y electroporado en células ES ó madre embrionarias de ratón 
para su recombinación homóloga y se aislaron aquellos clones de células ES resistentes a 
neomicina. Se seleccionaron los recombinantes homólogos y se inyectaron en la masa celular 
interna de blastocistos de embriones de ratón. Los embriones se transfirieron al útero de una 
hembra pseudopreñada generándose así quimeras que fueron utilizadas para dar lugar a una 
progenie que portaba el gen HGAL transmisible por línea germinal. Se estableció así la línea de 
ratones Rosa26HGAL , CTV-HGAL o 116. 
Todos los ratones estudiados fueron genotipados mediante la combinación de las técnicas 
de Southern Blot, usando como sonda radiactiva el fragmento “R-A4” y, PCR, usando cebadores 








Figura 39. Genotipado de los clones ES (embryonic stem)  y de los ratones Rosa26HGAL. Las células madre 
embrionarias de ratón (clones ES) y los ratones Rosa26HGAL fueron genotipados mediante la técnica de Southern Blot para 
detectar la presencia del alelo modificado usando para ello la sonda radiactiva R-A4, que hibridaba con parte de la 
secuencia del locus endógeno del ratón Rosa26. 
1.2.2. Cruce del ratón Rosa26HGAL con ratones Cre recombinasa y genotipado 
Como se ha mencionado anteriormente, para prevenir la transcripción de HGAL y de GFP, ambos 
genes estaban precedidos de la secuencia de paro “STOP”. En la ausencia de una Cre 
recombinasa, ni el gen de interés ni GFP se expresan. Sólo la eliminación de la secuencia STOP 
por esta enzima permitiría la expresión de ambos. El control espacio-temporal de la expresión del 
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Con el objetivo de estudiar el impacto del inicio de la expresión de HGAL en diferentes 
estadios de diferenciación celular y su relación con la linfomagénesis, los ratones Rosa26HGAL 
fueron cruzados con tres líneas de ratones Cre transgénicas: i) la línea Aid-Cre recombinasa (línea 
8A), que permite el inicio de la expresión de HGAL en células B del centro germinal; ii) la línea 
mb1-Cre (línea 5A), que permitiría iniciar la expresión del gen de interés en estadio pro-B de 
médula ósea y, iii) la línea de ratones Sca1-Cre (línea 78B) , iniciándose la expresión de HGAL en 
la célula madre hematopoyética de la médula ósea y manteniéndose en las células descendientes 






Figura 40. Representación esquemática de los ratones Cre recombinasa escogidos para el cruce con ratones 
Rosa26HGAL. Los ratones Rosa26HGAL fueron cruzados con ratones Cre recombinasa para eliminar la secuencia de paro 
STOP y permitir la expresión de HGAL en distintos linajes celulares. En concreto, se cruzaron con ratones Sca1-Cre, 
iniciándose la expresión de HGAL en la célula madre hematopoyética de la médula ósea y manteniéndose en las células 
descendientes; con ratones mb1-Cre, que permite la expresión en estadio pro-B de médula ósea y todo el linaje B y; con 
ratones Aid-Cre, iniciándose la expresión en células B del centro germinal y células derivadas del mismo.  
 
Los ratones Rosa26HGAL cruzados con las distintas líneas de ratones Cre recombinasa 
fueron genotipados mediante la combinación de las técnicas de Southern Blot y PCR. Los ratones 
Sca1-Cre  se genotiparon mediante Southern Blot usando la sonda “Cre” que se corresponde con 
parte del cDNA del gen codificante de la Recombinasa Cre. Los ratones Aid-Cre se genotiparon 
mediante PCR usando cebadores específicos que alinean con el gen de la desaminasa inducida 
por activación. Y, finalmente, los ratones mb1-Cre se genotiparon mediante dos reacciones 
independientes de PCR. 
1.2.3. Validación del modelo Rosa26HGAL 
Con el objetivo de validar los 3 modelos condicionales de ratón generados y aprovechando la 
ventaja de la presencia en los mismos de una proteína fluorescente como es GFP, procedimos al 
análisis de las principales poblaciones hematopoyéticas en los 3 modelos junto con sangre del 
ratón Rosa26HGAL sin cruzar con línea Cre mediante citometría de flujo. En concreto, se estudiaron 
las poblaciones linfoides T y B además de las poblaciones mieloides, utilizando los marcadores 
CD4 y CD8 para el linaje T, los marcadores B220 e IgM para los linfocitos B y los marcadores Gr1 
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y Mac1, característicos de las poblaciones mieloides [Figura 41]. Además de comprobar que las 
poblaciones hematopoyéticas eran normales en porcentaje respecto a controles “wild-type”, se 




















Figura 41. Validación de los tres modelos Rosa26HGAL mediante la caracterización de las poblaciones 
hematopoyéticas en sangre periférica y su expresión de GFP. A) Los tres modelos de ratón Rosa26HGAL fueron 
sangrados jóvenes para analizar las distintas poblaciones hematopoyéticas mediante citometría de flujo: linfocitos T CD4 y 
CD8, linfocitos B y células mieloides B) Se comprobó la presencia de GFP en las distintas poblaciones mostradas en los 3 
modelos analizados, encontrándose la proteína GFP en todas las células en el caso de ratones Sca1-Cre y, en el linaje B 
(B220+ IgM+ y B220+ IgM-) en el caso de los ratones cruzados con mb1-Cre, respectivamente. 
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Se encontró que en el caso de los ratones Rosa26HGAL, ninguna de sus poblaciones 
presentaba GFP, coincidente con el hecho de que la secuencia de paro presente no permitía la 
transcripción ni de HGAL ni del gen codificante de la proteína fluorescente [Figura 41A-B]. En el 
caso de los ratones Rosa26HGAL cruzados con ratones Aid-Cre, de nuevo ninguna de sus 
poblaciones expresaba GFP, dado que el ratón no había sido inmunizado y, por tanto, no 
presentaba población de centro germinal junto con el hecho de que estábamos analizando la 
sangre periférica [Figura 41A-B]. Los ratones Rosa26HGAL cruzados con mb1-Cre presentaban 
GFP sólo en el caso de las poblaciones linfoides B, validando así el hecho de que GFP 
comenzaría a expresarse en estadios pro-B en médula ósea y células descendientes [Figura 41A-
B]. Por último, en el caso de los ratones dobles Rosa26HGAL y Sca1-Cre, todas las células 
hematopoyéticas analizadas eran positivas para GFP, confirmando por tanto que HGAL se estaba 
comenzando a expresar en la célula madre hematopoyética de la médula ósea y todas las células 
diferenciadas descendientes de dicha célula expresaban nuestro gen de interés [Figura 41A-B]. 
1.2.4. El papel de HGAL en el control de la reacción del centro germinal 
1.2.4.1. Número y tamaño del centro germinal en los diferentes modelos Rosa26HGAL 
La proteína HGAL fue identificada inicialmente en linfomas difusos de células B grandes (DLBCL), 
encontrándose que se encuentra fundamentalmente expresada en células del centro germinal y en 
linfomas derivados del mismo. 
Con el objetivo de determinar si HGAL se encontraba involucrado en la respuesta del 
centro germinal del bazo, llevamos a cabo la inmunización con una solución de eritrocitos de 
cordero de 3 ratones jóvenes controles “wild-type”, 3 ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre, 3 ratones 
Rosa26HGAL/Sca1-Cre , 3 ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre y 3 ratones Rosa26HGAL. Además, un ratón 
Rosa26HGAL/Aid-Cre y un ratón “wild-type” no fueron inmunizados para usarse como controles 
negativos. 
Dos ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre (uno inmunizado y otro sin inmunizar) fueron sacrificados 
a los 5 días como controles para comprobar si la reacción del centro germinal inducía en ellos la 
expresión de GFP y por tanto, de HGAL. El bazo, médula ósea, timo, nódulos linfáticos y sangre 
periférica se procesaron para su análisis por citometría de flujo, realizando un análisis completo de 
































Figura 42. Caracterización de las poblaciones linfoides y mieloides en sangre periférica, nódulos linfáticos y 
médula ósea de un ratón  Rosa26HGAL/Aid-Cre inmunizado y en un ratón Rosa26HGAL/Aid-Cre no inmunizado. Todas 
las poblaciones fueron comparables en porcentaje y carecían de la proteína GFP (los porcentajes mostrados son fondo o 
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Figura 43. Caracterización de las poblaciones linfoides y mieloides en bazo de un ratón  Rosa26HGAL/Aid-Cre 
inmunizado y en un ratón Rosa26HGAL/Aid-Cre no inmunizado. Todas las poblaciones analizadas, tanto mieloides como 
linfoides, fueron comparables en porcentaje. El ratón que había sido inmunizado mostró poblaciones de linfocitos B de 
centro germinal (panel inferior) que expresaban GFP a altos niveles. El ratón no inmunizado carecía de estas poblaciones y, 
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Figura 44. Caracterización de las poblaciones linfoides mediante citometría de flujo en timo de un ratón  
Rosa26HGAL/Aid-Cre inmunizado y en un ratón Rosa26HGAL/Aid-Cre no inmunizado. Las poblaciones linfoides fueron 
comparables en porcentaje y carecían de la proteína GFP (los porcentajes mostrados son fondo o background en el mismo 
canal).  
 
La hipermutación somática (SHM) y la recombinación específica de clase (CSR) son dos 
reacciones completamente diferentes que dependen de la actividad de una única molécula 
llamada AID  (desaminasa inducida por activación)111, un enzima que se expresa normalmente en 
células B del centro germinal normales y transformadas406,407.  
Así, se halló que, efectivamente, como consecuencia de la expresión de AID tras la 
inducción de la reacción del centro germinal, sólo los linfocitos B del centro germinal en bazo del 
ratón que había sido inmunizado poseían altos niveles de GFP [Figura 43]. El otro ratón 
Rosa26HGAL/Aid-Cre, que no había sido inmunizado, carecía de reacción del centro germinal y, por 
tanto, carecía de la expresión de GFP [Figura 43]. El resto de poblaciones hematopoyéticas fueron 
comparables entre los dos ratones, tanto en número, como en porcentaje, como en el hecho de 
que no expresaban GFP [Figuras 42 y 44]. 
Los 15 ratones restantes fueron sacrificados a los 10 días tras la inmunización, y se tomó 
el bazo para su análisis por citometría de flujo utilizando tan sólo marcadores específicos de 
centro germinal: PNA, GL7, CD95 y B220. Además de su análisis por FACS, el bazo (junto con el 
de los dos ratones sacrificados a los 5 días), se incluyó en formol y fue procesado para su análisis 
posterior por tinción hematoxilina-eosina e inmunohistoquímica utilizando los marcadores B220, 
Pax5, HGAL y PNA. Otra parte del bazo fue homogeneizado y el botón celular, tras ser filtrado, fue 














   









































   




Los resultados de citometría de flujo mostraron que los ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre 
poseían un mayor porcentaje de células del centro germinal comparado con el resto de líneas 





Figura 45. Porcentaje de células del centro 
germinal en los diferentes modelos Rosa26HGAL. 
A) Los 15 ratones inmunizados fueron sacrificados a 
los 10 días tras la inmunización, y se tomó el bazo 
para su análisis por citometría de flujo usando 
marcadores específicos de centro germinal. Se 
analizó el porcentaje de células del centro germinal 
en cada modelo inmunizado, encontrándose que los 
ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre poseían un mayor 
porcentaje de células. Se ha representado la media 
de los valores y el error estándar  de la media. Se 
usó el test estadístico post-ANOVA Tukey, 
encontrándose diferencias altamente significativas 
con un valor de p < 0,05. B) Se estudió qué linfocitos 
B de centro germinal en los distintos modelos  
expresaban GFP, encontrándose que alrededor de 
un 100% de LB del CG en ratones Rosa26HGAL/Sca1-
Cre eran GFP positivos, aproximadamente un 80% 
en el caso de los ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre y 
cerca de un 70% de linfocitos B del centro germinal 
en ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre contaban con 
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Además de analizarse el porcentaje de la población de centro germinal, se estudiaron qué 
poblaciones de linfocitos B del mismo presentaban fluorescencia para GFP. Se encontró que, en 
el caso de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre, dichos linfocitos constaban de GFP ya que todas su 
células hematopoyéticas eran GFP positivas; los linfocitos B del centro germinal de ratones 
Rosa26HGAL/Aid-Cre también presentaban fluorescencia para GFP como consecuencia de la 
activación de la enzima AID tras la inmunización de los ratones  y, finalmente, las células B de 
ratones Rosa26HGAL/mb1- Cre de nuevo contaban con fluorescencia para GFP, ya que GFP, se 
estaba comenzando a expresar en células pro-B y, por tanto, todo el linaje de células B seguían 
expresándola [Figura 45B]. 
Los análisis de anatomía patológica corrobaron los obtenidos mediante citometría de flujo: 
los ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre presentaron gran número de centros germinales de gran tamaño, 











Figura 46. Análisis histológico de bazos en los diferentes modelos inmunizados Rosa26HGAL. Los bazos de los 
ratones que habían sido inmunizados fueron analizados por anatomía patológica, realizando inmunohistoquímica con los 
marcadores HGAL, PAX5, B220 y PNA. Todas las imágenes presentan un aumento de 200X excepto el panel de PAX5 
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En el caso de los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre, éstos poseían también muchos centros 
germinales, con fuerte tinción de HGAL, PNA y Pax5. Los ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre 
presentaban  centros germinales de pequeño tamaño, con una expresión débil de HGAL aunque 
no de Pax5 y PNA. Los ratones Rosa26HGAL presentaban pocos, pequeños o ausencia de centros 
germinales, sin expresión de HGAL siendo positivos para Pax5 aunque no para PNA. Por último, 
los ratones controles “wild-type” mostraron pocos y pequeños centros germinales negativos para 
HGAL aunque positivos para Pax5 y PNA. El marcador B220 tiñó muy débilmente en todos los 
casos y los controles negativos Rosa26HGAL/Aid-Cre y “wild-type” no inmunizados no exhibieron ni 
reacción del centro germinal ni expresión de HGAL [Figura 46]. 
Del botón celular de bazo congelado de todos los ratones, se realizó una extracción de 
proteínas para estudiar por Western Blot la presencia de la proteína HGAL utilizando un 
anticuerpo específico. Como control positivo se utilizó extracto proteico de células U2O5 
transfectadas con el plásmido pcDNA3.1-HGAL. Sólo en el caso de los ratones Rosa26HGAL/Sca1-
Cre se detectó una banda proteica fuerte marcada con HGAL. Los ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre 
exhibían una banda tenue teñida con HGAL y no se detectaron bandas en los casos de los 
ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre, Rosa26HGAL ni en los controles “wild-type” [Figura 47]. El hecho de 
que no fuéramos capaces de detectar la proteína HGAL por Western Blot en los ratones Aid-Cre 
podría deberse al hecho de que la extracción proteica se realizó utilizando todo el bazo del ratón, 







Figura 47. Análisis de la proteína HGAL en bazos de ratones inmunizados mediante Western Blot. Se realizó una 
extracción proteica del bazo de todos los ratones que habían sido inmunizados y se estudió la presencia de HGAL 
mediante el uso de un anticuerpo específico anti-HGAL (V5). Como control de carga se usó un anticuerpo frente a la 
proteína actina. La última muestra corresponde al control positivo. Sólo se detectó la proteína HGAL en el bazo de ratones 
Rosa26HGAL/Sca1-Cre y de ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre. Se muestra el revelado del Western Blot mediante 
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Consecuentemente, la banda proteica era leve en el caso de los ratones mb1-Cre porque 
sólo expresarían HGAL los linfocitos B maduros y muy fuerte en ratones Sca1-Cre porque todas 
las células del bazo expresaban HGAL.  
Ni los ratones Rosa26HGAL ni los controles “wild-type” expresaban HGAL, por lo que, 
evidentemente, no se detectó la proteína por Western Blot [Figura 47]. 
1.2.4.2. Las concentraciones de inmunoglobulinas en el suero varían en los tres modelos de 
estudio 
Con el objetivo de analizar la recombinación específica de clase y si todos los modelos animales 
eran capaces de producir todos los tipos de inmunoglobulinas, tomamos suero de todos los 
ratones tras 5 y 10 días de inmunización y analizamos los títulos de las distintas inmunoglobulinas 
mediante ELISA. Específicamente estudiamos en el suero los niveles de las inmunoglobulinas 
IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM e IgA [Figura 48]. 
En primer lugar, todos los ratones de los 3 modelos Rosa26HGAL mencionados eran 
capaces de producir inmunoglobulinas de todos los isotipos. Analizando más detalladamente cada 
tipo de anticuerpo, y comparando los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre, Rosa26HGAL/Aid-Cre y 
Rosa26HGAL/mb1-Cre respecto a ratones controles “wild-type” se aplicaron test estadísticos 
paramétricos (ANOVA de una vía) o no paramétricos (test de Kruskal-Wallis) según la distribución 
normal o no normal de los datos. En ningún caso se encontraron diferencias significativas 
aplicando dichos tests ni tests post-ANOVA por pares: Dunns (no paramétrico), Tukey, Newman-
Keuls ó Bonferroni (paramétricos). Por ello, se decidió comparar cada isotipo de anticuerpo por 
pares de grupos, es decir comparando un grupo de ratón Rosa26HGAL con el grupo de ratones 
controles “wild-type” y un tipo de inmunoglobulina. Se aplicaron los estadísticos t de Student para 
datos paramétricos o el test de Mann-Whitney para datos no paramétricos y se representaron los 
resultados agrupando por tipo de inmunoglobulina, pero teniendo en cuenta que la significación 
estadística representada corresponde a un análisis por pares de grupos [Figura 48].  
Sólo se encontró significación en el caso de la inmunoglobulina IgG2b que apareció 
incrementada en ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre respecto a controles “wild-type”. Teniendo en 
cuenta la gran variabilidad de los datos, obviando la estadística y tomando como referencia los 
niveles de inmunoglobulinas en ratones controles “wild-type”, podemos concluir que, en general,  
los niveles de anticuerpo eran superiores en el suero de ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre respecto a 
controles “wild-type” aunque también más variables (con gran dispersión de los valores de 
concentraciones en suero) y que, los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre tenían tendencia a poseer 
niveles semejantes  o más bajos de inmunoglobulinas en suero con referencia a los controles 
“wild-type”. En el caso de los ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre, éstos poseían, en general, niveles 
inferiores de todos los isotipos respecto a controles “wild-type”, excepto en el caso de la 
  
   




inmunoglobulina IgG1 que era similar y la IgG2b, que se encontraba aumentada respecto a 


















Figura 48. Análisis de los títulos de anticuerpos en el suero de ratones inmunizados. Se analizaron las 
concentraciones de los isotipos de inmunoglobulinas IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM e IgA en el suero de todos los modelos 
inmunizados y se representaron los resultados agrupando por tipo de inmunoglobulina. Las líneas horizontales representan 
la media y el error estándar de la media. Sólo se encontraron diferencias altamente significativas en el caso de la IgG2b, 
que vio aumentada su concentración en el caso de los ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre respecto a controles (Test estadístico 



































































































































1.2.5. Los tres modelos Rosa26HGAL jóvenes presentan un desarrollo hematopoyético 
normal 
Con el fin de estudiar si los ratones de los tres modelos Rosa26HGAL mencionados tenían un 
desarrollo hematopoyético normal, se procedió a la extracción de sus órganos y al análisis 
mediante citometría de flujo del sistema hematopoyético de ratones jóvenes con una edad de 
entre 2 meses y medio y 4 meses. En concreto, se analizaron 4 ratones controles “wild-type”, 3 
ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre, 3 ratones  Rosa26HGAL/Aid-Cre que fueron inmunizados para 
activar la proteína AID  y 1 ratón Rosa26HGAL/mb1-Cre. Se estudiaron los linajes mieloides y 
linfoides T y B en su sangre periférica, médula ósea, nódulos linfáticos, bazo y timo, usando 
marcadores específicos en cada caso.  
 
Comparando con animales control “wild-type” de la misma edad, los ratones analizados no 
mostraron cambios significativos en ninguno de los compartimentos hematopoyéticos analizados, 
tanto por citometría de flujo como por examen histológico de los distintos tejidos obtenidos tras la 
necropsia [Figuras 49, 50, 51].  
 
No se encontraron diferencias ni en el número ni el porcentaje de las poblaciones B de 
médula ósea pro-B (CD19+ c-Kit+), pre-B (B220+ CD25+ IgM-), células madre hematopoyéticas (Lin- 
Sca1hi c-Kithi), células B inmaduras de médula ósea (B220int IgM+ IgD-), maduras  (B220+ IgMlo IgDhi), 
linfocitos B recirculantes (B220hi IgMlo IgD+), linfocitos B B-2 (B220+ CD19+), linfocitos B foliculares 
(B220+ CD21int CD23hi) así como en las poblaciones B de bazo, inmaduras (B220+ IgMhi IgDlow/-), 
transicionales (B220+ IgMhi IgDhi), maduras (B220+ IgMlo IgDhi), proporción entre linfocitos B220+ 
IgM+ y linfocitos B220+ IgM-, linfocitos B B-2 (B220+ CD19+) y B-1 (B220- CD19+),  linfocitos B 
foliculares (B220+ CD21int CD23hi) y linfocitos B de la zona marginal (B220+ CD21hi CD23lo). Las 
poblaciones linfoides B en sangre periférica (proporción entre linfocitos B220+ IgM+ y linfocitos 
B220+ IgM-) y en nódulos linfáticos (linfocitos B B-2 (B220+ CD19+) y B-1 (B220- CD19+); maduras 
(B220+ IgMlo IgDhi) y linfocitos B foliculares (B220+ CD21int CD23hi)) también resultaron ser 
comparables entre ratones “wild-type” y ratones Rosa26HGAL [Figuras 49,50,51]. 
 
Tampoco se encontraron diferencias en las poblaciones de linfocitos T en ninguno de los 
órganos examinados:  linfocitos T doble negativos (CD4- CD8-) y doble positivos de timo (CD4+ 
CD8+) así como las poblaciones CD8 (CD4- CD8+) y CD4 (CD4+ CD8-)  de timo, médula ósea, bazo, 
nódulos linfáticos y sangre [Figuras 49,50,51]. El número y porcentaje de las poblaciones 
mieloides (Gr1hi Mac1hi ) fue también normal, así como las poblaciones Mac1+ y Gr1+ de médula 




   







Figura 49. Análisis del porcentaje de las diferentes poblaciones hematopoyéticas en timo, bazo, médula ósea, 
nódulos linfáticos y sangre periférica de ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre jóvenes. Se realizó un análisis completo por 
citometría de flujo de las principales poblaciones hematopoyéticas en los tejidos indicados en ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre 
de 3 meses y se compararon los porcentajes poblacionales con los de controles “wt” de la misma edad, no encontrándose 






































































Figura 50. Análisis del porcentaje de las diferentes poblaciones hematopoyéticas en timo, bazo, médula ósea, 
nódulos linfáticos y sangre periférica de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre jóvenes. Se realizó un análisis completo por 
citometría de flujo de las principales poblaciones hematopoyéticas en los tejidos indicados en ratones Rosa26HGAL/Sca1-
Cre de 3 meses y se compararon los porcentajes poblacionales con los de controles “wt” de la misma edad, no 































































   








































Figura 51. Análisis del porcentaje de las diferentes poblaciones hematopoyéticas en timo, bazo, médula ósea, 
nódulos linfáticos y sangre periférica de ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre jóvenes. Se realizó un análisis completo por 
citometría de flujo de las principales poblaciones hematopoyéticas en los tejidos indicados en un ratón Rosa26HGAL/mb1-
Cre de 3 meses. Estamos pendientes de analizar más ratones jóvenes Rosa26HGAL/mb1-Cre por citometría de flujo, pero 
los resultados  sugieren que tienen un desarrollo hematopoyético normal. Además, los resultados histológicos de este ratón 



































































1.2.6. Los ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre no desarrollan patología linfoide B 
Los ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre fueron examinados diariamente para ser sacrificados ante el 
menor síntoma de enfermedad: caquexia, lentitud de movimientos o frecuencia respiratoria 
incrementada. No se encontraron ratones enfermos y fueron sacrificados finalmente al cumplir los 
2 años de edad. Se les practicó una necropsia, y se procedió a la extracción de sus órganos para 
posterior análisis por anatomía patológica y al análisis mediante citometría de flujo del sistema 
hematopoyético de timo, bazo, médula ósea, nódulos linfáticos y sangre periférica. La composición 
así como el porcentaje de las distintas poblaciones hematopoyéticas se comparó con el de ratones 




Figura 52. Análisis del porcentaje de las diferentes poblaciones hematopoyéticas en bazo, nódulos linfáticos, 
médula ósea y sangre periférica de ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre viejos. Se realizó un análisis completo por citometría 
de flujo en los tejidos indicados en 8 ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre viejos. Se encontró en bazo una disminución significativa 
del porcentaje de células B (B220+ CD19+ y B220+ IgM+) a expensas de un incremento porcentual en células eritroides 
Ter119+ en ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre respecto a controles “wt”, además de un incremento significativo de células 























































   




En total fueron analizados 8 ratones (sacrificados por cumplir los 2 años de edad) por 
citometría de flujo y anatomía patológica. Tan sólo se encontró en bazo una disminución 
significativa del porcentaje de células B B-2 (B220+ CD19+) y linfocitos B220+ IgM+ respecto a 
controles “wild-type” a expensas de un incremento porcentual en células eritroides Ter119+. Las 
poblaciones mieloides Gr1hi Mac1hi  en sangre periférica también aparecieron incrementadas 
respecto a controles “wild-type” [Figura 52].  
El resto de poblaciones linfoides, tanto las B como las T, y poblaciones mieloides tanto en 
bazo, sangre, como en nódulos linfáticos y médula ósea fueron semejantes en porcentaje a las de 
ratones controles “wild-type” [Figura 52]. Sin embargo, ninguno de los 8 ratones que fueron 
analizados presentó alteraciones histológicas evidentes por anatomía patológica, no siendo ningún 
ratón diagnosticado de patología linfoide B. 
1.2.7. Los ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre desarrollan linfomas de células B con muy baja 
incidencia 
Con el objeto de activar la expresión de la enzima Cre en ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre, 15 ratones 
de esta línea fueron inmunizados con una solución de eritrocitos de cordero cada 3 semanas 
hasta su sacrificio219. El objetivo de dicha inmunización era promover la formación de centros 
germinales,  y una expresión constante de HGAL en los mismos. HGAL está presente de forma 
natural en centros germinales humanos y en linfomas derivados del mismo y, en nuestro caso, 
quisimos averiguar si la expresión permanente de HGAL en centros germinales inducía la 
formación de linfomas B.  
De estos 15 ratones, 3 fueron sacrificados tras 5 inmunizaciones (con una edad de entre 5 
y 10 meses) para realizar un seguimiento de los mismos y comprobar si la reacción inmune estaba 
teniendo lugar. Se realizó citometría de flujo de timo, bazo, médula ósea, nódulos linfáticos y 
sangre periférica y sus tejidos fueron fijados en formol para su posterior análisis por anatomía 
patológica. Los resultados de citometría de flujo mostraron que, efectivamente, en todos los casos 
estaba teniendo lugar la reacción de centro germinal. Se encontró además una tendencia a 
presentar un menor porcentaje de células B maduras en bazo y médula ósea, aunque sólo se 
encontraron diferencias significativas en el caso de la población de linfocitos B B-2 en bazo 















Figura 53. Análisis del porcentaje de las diferentes poblaciones hematopoyéticas en bazo, médula ósea, nódulos 
linfáticos y sangre periférica de ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre inmunizados jóvenes no enfermos. Se realizó un 
análisis completo por citometría de flujo en los tejidos indicados para el seguimiento de 3 ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre 
jóvenes que habían sido inmunizados un total de 5 o 10 veces. Se encontró en bazo una disminución significativa del 
porcentaje de células B (B220+ CD19+) en ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre respecto a controles “wild-type”. (Test estadístico 
post ANOVA de Bonferroni, p < 0,05). 
 
 
Uno de los tres ratones mostró un bazo reactivo donde las células de la pulpa blanca 
infiltraban la pulpa roja y se invertía la celularidad (células grandes fuera y células pequeñas 
dentro), siendo sospechoso de ser linfoma [Figura 54]. Los otros dos bazos, por histología, 




















































   





Figura 54. Análisis histológico de bazo de un ratón joven Rosa26HGAL/Aid-Cre inmunizado con aspecto de linfoma. 
Los bazos de 3 ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre, que habían sido inmunizados jóvenes un total de 5 veces, fueron incluidos en 
formol para su posterior diagnóstico por anatomía patológica. Uno de los 3 ratones, mostró un bazo reactivo donde las 
células de la pulpa blanca infiltraban la pulpa roja y se invertía la celularidad (células grandes fuera y células pequeñas 
dentro), siendo sospechoso de ser linfoma. Se muestran cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina, fotografiados 
con los objetivos de 10X, 20X y 40X (Aumentos de 100X, 200X y 400X)  y comparando con secciones de bazo de un 
control “wild-type”. 
De los 12 ratones restantes, aquellos que mostraron signos evidentes de enfermedad 
(caquexia, lentitud de movimientos, frecuencia respiratoria incrementada y piloerección) fueron 
sacrificados. En total fueron 2 ratones (0347 y S206 tras 16 y 14 inmunizaciones, respectivamente, 
marcados en color rojo en la figura 55)  y un ratón que fue hallado muerto y al que no pudo 
practicarse la necropsia. Estos ratones fueron analizados por citometría de flujo y anatomía 
patológica. El ratón con ID O347, y 20 meses de edad, presentó una disminución clara del 
porcentaje de células B maduras en bazo, médula ósea y sangre periférica respecto a controles 
“wild-type”, con  un incremento porcentual en células eritroides (en bazo) y mieloides [Figura 55]. 
Además, contaba con una población anómala en bazo, sangre periférica y nódulos linfáticos de 
células B220+ IgM+IgD-. No presentó población de centro germinal, probablemente, porque el pico 
celular se produce a los diez días de la inmunización, y el ratón había sido sacrificado 3 semanas 
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Figura 55. Análisis del porcentaje de poblaciones hematopoyéticas en bazo, médula ósea y sangre periférica de 
ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre inmunizados y controles no inmunizados enfermos.  Se realizó un análisis de citometría 
completo en bazo, médula ósea y sangre periférica de 2 ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre inmunizados y sacrificados por estar 
enfermos (en color rojo en el gráfico) y de 3 ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre no inmunizados que fueron sacrificados por 
presentar signos aparentes de enfermedad (en color magenta en el gráfico). Los ratones inmunizados, en general, 
presentaron una disminución del porcentaje de las poblaciones linfoides B en bazo, médula ósea y sangre periférica a 
expensas de un incremento porcentual en las células eritroides (en bazo) y mieloides. En concreto, se encontró una 
disminución significativa de las células B B-2 a expensas de un incremento en células eritroides Ter119 en el bazo de los 2 
ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre inmunizados (en color rojo) respecto a controles “wild-type” además de un incremento 
significativo de las células mieloides en médula ósea y sangre periférica (Tests estadísticos post ANOVA de Bonferroni o 
Dunn, p < 0,05, estadística tomando sólo los valores porcentuales de las poblaciones de los 2  ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre 
inmunizados). Sólo uno de los ratones no inmunizados (marcado en magenta con un mayor tamaño) mostró una 
disminución del porcentaje de células B maduras en bazo, sangre periférica y médula ósea respecto a controles “wild-type”, 
con  un incremento porcentual en células eritroides  y mieloides (en bazo) (No se realizó estadística de este caso). 
 
El ratón con ID S206 y 15 meses de edad, mostró de nuevo una disminución del 
















   




médula ósea y sangre periférica, sin población de centro germinal a pesar de que el ratón fue 
sacrificado en el pico máximo de formación de esta población celular [Figura 55]. El primer ratón 
exhibió un bazo con pulpa blanca contenida y pulpa roja aumentada pero normal y el segundo fue 
diagnosticado de tumor de alto grado con un bazo accesorio tumoral también que infiltraba pulmón, 
riñón e hígado [Figura 56]. 
 
Figura 56. Análisis histológico de bazo de un ratón Rosa26HGAL/Aid-Cre inmunizado enfermo y diagnosticado de 
linfoma de alto grado. Los ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre (con IDs 0347 y S206) que habían sido inmunizados 16 y 14 
veces, respectivamente fueron sacrificados por presentar signos de enfermedad y sus bazos fueron incluidos en formol 
para su posterior diagnóstico por anatomía patológica. El ratón con ID S206 fue diagnosticado de linfoma de alto grado en 
bazo, además de infiltraciones de células tumorales en pulmón, riñón e hígado. Se muestran cortes histológicos teñidos 
con hematoxilina-eosina, fotografiados con los objetivos de 10X, 20X y 40X (Aumentos de 100X, 200X y 400X) y 
comparando con secciones de bazo de un control “wild-type”. 
Además del grupo de ratones inmunizados de manera constante, se reservó un grupo de 8 
ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre sin inmunizar como controles. De ellos, un ratón fue hallado muerto y 
no pudo ser analizado y 3 ratones (marcados en color magenta en la figura 55) fueron sacrificados 
al menor signo de enfermedad, entre los 12 y 15 meses. Sólo uno de ellos (en la figura 55, 
marcado en magenta con un mayor tamaño) mostró una disminución clara del porcentaje de 
células B maduras en bazo, sangre periférica y médula ósea respecto a controles “wild-type”, con  
un incremento en células eritroides y mieloides, presentando además esplenomegalia y afectación 
de riñones. A pesar de todo, los resultados de anatomía patológica mostraron que poseían bazos 
con arquitectura normal y ningún tejido estaba alterado o infiltrado. 
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1.2.8. Los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre desarrollan linfomas de células B con mayor 
incidencia 
El seguimiento de los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre puso de manifiesto que a partir de los 12 
meses de edad comenzaban a presentar signos de enfermedad, caracterizados por caquexia, 
lentitud de movimientos, frecuencia respiratoria incrementada y piloerección. De un total de 31 
ratones, un 45% de ellos fueron sacrificados por presentar signos evidentes de afección o por 
cumplir los 2 años de edad.  
Todos los ratones fueron analizados realizando citometría de flujo de timo, bazo, médula 
ósea, nódulos linfáticos y sangre periférica. Los bazos, junto con hígado, páncreas, ovario, 
testículo, corazón, pulmón, riñón, médula ósea, timo e intestino delgado fueron extraídos y 
analizados por anatomía patológica. 4 de los 14 ratones sacrificados por presentar signos 
evidentes de enfermedad, presentaron alteraciones histológicas y esplenomegalia. En concreto, 
desarrollaron linfoma de alto grado en bazo, que, en uno de los casos infiltraba el riñón y el tejido 
peripancreático y en otro, timo, hígado, riñón e intestino delgado [Figura 57].  
El porcentaje de las poblaciones hematopoyéticas de estos 4 ratones (resaltados en color 
en la figura 58) se comparó con el de controles “wild-type” y tan sólo se encontraron diferencias 
significativas en médula ósea, exhibiendo un incremento no significativo en el porcentaje de 
células mieloides y una disminución porcentual de células eritroides Ter119+ comparado con 
controles “wild-type”. 
Se encontraron acúmulos de poblaciones linfoides B tumorales anormales, a pesar de no 
presentar diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de las poblaciones linfoides 
B analizadas en los 4 ratones diagnosticados de linfoma  [Figura 59]. En concreto, se hallaron 
poblaciones anómalas en bazo y nódulos linfáticos B220+CD19low y CD23-CD21+ además de una 
gran masa de linfocitos B de centro germinal (a pesar de que el ratón no había sido inmunizado). 
La distribución de linfocitos B usando los marcadores B220, IgM e IgD fue también anormal y se 
encontraron células tumorales que coexpresaban marcadores linfoides B (B220) y mieloides 
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Figura 57. Análisis histológico del bazo de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre diagnosticados de linfoma de alto grado. 
Todos los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre que presentaron signos evidentes de enfermedad fueron sacrificados pero sólo 4 
mostraron alteraciones histológicas claras. Se muestran 3 casos: el ratón identificado como 1141113, exhibió un linfoma de 
alto grado en la zona marginal del bazo; el ratón 1310314 desarrolló linfoma de alto grado con gran cantidad de 
macrófagos con cuerpos tingibles. Finalmente, el ratón identificado como 1090514, mostró linfoma de alto grado en bazo, 
cuyas células tumorales infiltraban el tejido adiposo peripancreático y el riñón. Se muestran cortes histológicos teñidos con 
hematoxilina-eosina, fotografiados con los objetivos de 10X, 20X y 40X (Aumentos de 100X, 200X y 400X)  y comparando 












Figura 58. Análisis del porcentaje de poblaciones hematopoyéticas en médula ósea, bazo, nódulos linfáticos y 
sangre periférica de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre.  Se realizó un análisis de citometría completo de médula ósea, bazo, 
nódulos linfáticos y sangre periférica de 14 ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre sacrificados por estar enfermos y se compararon 
los porcentajes de las principales poblaciones hematopoyéticas con los de controles “wild-type”. En el caso de los ratones 
diagnosticados de linfoma B (resaltados en color en la figura), se encontró una disminución significativa de células 
eritroides en médula ósea aunque el porcentaje del resto de poblaciones hematopoyéticas fue semejante al de controles 
“wild-type”. (Tests estadísticos post ANOVA de Bonferroni o Dunn, p < 0,05, estadística tomando sólo los valores 
porcentuales de las poblaciones de los 4  ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre diagnosticados con linfoma B).  
 
 Por tanto, teniendo en cuenta los resultados anatomopatológicos y de inmunofenotipo en 
ratones sacrificados por presentar signos evidentes de enfermedad, concluimos que los ratones 
Rosa26HGAL/mb1-Cre no desarrollan patología linfoide B habiéndose analizado hasta la fecha tan 
sólo los ratones de 2 años por criterio de punto final del experimento. Los ratones Rosa26HGAL/Aid-





















































   

























Figura 59. Caracterización de inmunofenotipos tumorales en bazo de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre con linfoma. 
Los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre enfermos se analizaron por citometría de flujo, y sus poblaciones hematopoyéticas 
fueron comparadas con las de ratones controles “wild-type” de edad similar. Se detectaron poblaciones celulares 
hematopoyéticas anómalas en bazo. Se muestran algunos ejemplos de poblaciones tumorales con un inmunofenotipo 
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produjo la activación del enzima AID como consecuencia de la inmunización del ratón. Finalmente, 
un mayor número de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre comparado con los modelos anteriores, 
presentaron signos evidentes de enfermedad. Un total de 4 ratones presentaron linfoma de alto 
grado en bazo, cuyas células tumorales infiltraban otros tejidos en algunos de los casos. En estos 
4 ratones, aunque porcentualmente, las poblaciones linfoides B no eran distintas de las de 
controles “wild-type” sí presentaron patrones inmunofenotípicos B anómalos [Figura 59]. Todos 






Nº de ratones 
sacrificados 
Nº de ratones 
diagnosticados 









Rosa26HGAL/Sca1-Cre 30 14 4 4 12 
Rosa26HGAL/Aid-Cre 26 8 2 2 16 
Rosa26HGAL/mb1-Cre 25 8 0 5 12 
 
Figura 60. Resumen de la incidencia de linfomas B en los 3 modelos Rosa26HGAL bajo estudio. El número de ratones 
en estudio es la suma del número de ratones sacrificados, muertos en jaula y vivos a fecha de hoy. Los ratones fueron 
sacrificados por presentar signos evidentes de enfermedad, para seguimiento en algunos casos de ratones 
Rosa26HGAL/Aid-Cre inmunizados o por cumplir los 2 años de edad (en el caso de los ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre). Se 
muestra el número de ratones diagnosticados con linfoma de alto grado del total del número de sacrificados. Los ratones 











   




2. PAPEL DE LA REPROGRAMACIÓN TUMORAL EN CÉLULA 
MADRE/STEM EN LA GÉNESIS DE PATOLOGÍA LINFOIDE 
Los resultados anteriores sugerían que la expresión de HGAL en célula madre hematopoyética era 
más eficiente en la generación de linfomas B, aunque estábamos pendientes de tener resultados 
de arrays de expresión con el fin de saber si la patología B desarrollada era similar en ratones 
Rosa26HGAL/Sca1-Cre y ratones Sca1-HGAL. Así, estas dos líneas de ratones parecían tener una 
patología B muy similar pero éramos incapaces de distinguir cuál era el driver o el mecanismo 
responsable de la linfomagénesis: el tumor stem cell reprogramming o la expresión del oncogén. 
 Con el fin de clarificar y elegir una de las dos opciones, quisimos generar un modelo 
animal de ratón donde la célula pretumoral pudiera o no expresar el oncogén con el fin de 
comprobar si se puede desarrollar una patología linfoide como consecuencia de un mecanismo de 
reprogramación tumoral. Sabríamos así si la expresión del oncogén sería elegida en la selección 
clonal durante el proceso de linfomagénesis. Para ello, generamos un modelo de ratón que 
sobreexpresara Lmo2 en célula stem.  
2.1. Generación del ratón Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 
El marcador de superficie celular Sca-1, codificado por los genes Ly-6E.1 y Ly-6A.2, se ha venido 
utilizando para el marcaje y purificación de células madre hematopoyéticas en médula ósea, 
mediante su uso con otros anticuerpos como son c-kit y un cocktail de linaje. Sin embargo, la 
expresión de este marcador por los linfocitos depende del haplotipo Ly-6 que tenga la cepa de 
ratones: Ly6-a o Ly6-b393. En nuestro caso, la línea transgénica fue establecida en ratones 
híbridos C57BL/6xCBA. En los ratones que presentan el haplotipo Ly-6.2 o Ly6-b, como son los 
ratones C57BL/6, el gen Ly-6A/E además de expresarse en células madre hematopoyéticas de 
médula ósea, lo hace en distintas subpoblaciones de este tejido junto con linfocitos B y T 
periféricos y linfocitos T del timo. En el caso de los ratones que presentan el haplotipo Ly-6.1 o 
Ly6-a, el porcentaje de células que expresan este marcador es menor408,409. Al usarse ratones 
híbridos,  el promotor del gen Ly-6 usado para la generación del modelo, haría que el transgén 
sólo se expresara en un porcentaje variable de las células Sca1+ hematopoyéticas de médula ósea 
y tejidos periféricos.  
La construcción utilizada para llevar a cabo la génesis de los ratones permitía no sólo la 
sobreexpresión de Lmo2 sino también del gen codificante de la proteína fluorescente roja 
tdTOMATO unidos mediante la secuencia IRES, de manera que la expresión de Lmo2 podría 
seguirse mediante citometría de flujo gracias a la fluorescencia intrínseca de la proteína roja 
[Figura 61].  
  
  








Figura 61. Generación del ratón Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2. El DNA codificante del gen Lmo2 murino se clonó en el 
primer exón del fragmento genómico que contiene el promotor y los exones del gen Ly-6E junto con el gen codificante de la 
proteína fluorescente roja tdTOMATO, unidos por una secuencia IRES (sitio interno de entrada al ribosoma). 
2.2. Genotipado del ratón Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2: dos líneas 
transgénicas con distinto número de copias del transgén 
Se generaron dos líneas transgénicas: 113A y 113B en ratones híbridos C57BL/6xCBA mediante 
transgénesis convencional. Todos los ratones estudiados fueron genotipados mediante la técnica 
de Southern-Blot para comprobar la presencia del transgén en los mismos. Lo primero que nos 
llamó la atención del genotipado de los ratones es que, a priori parecía que los ratones 113A 
tenían un número muy superior de copias del transgén respecto a los ratones 113B. Ello se 
aprecia en la figura 62, en la que la intensidad de la banda de DNA es muy superior en los ratones 
113A. Sin embargo, no se llevó a cabo una cuantificación exhaustiva del número de copias del 
transgén mediante técnicas específicas como el Slot-Blot en el que se utilizan diluciones seriadas 









Figura 62. Genotipado de los ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2. Se generaron dos líneas transgénicas Sca1-
tdTOMATO-IRES-LMO2 mediante transgénesis convencional, la 113A y la 113B. El genotipo de los ratones transgénicos 
se determinó mediante la técnica de Southern-Blot utilizando como sonda el DNA codificante del gen Lmo2. La línea 113A 
mostró un mayor número de copias del transgén y, por este motivo se seleccionó para nuestros estudios. 
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Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionó la línea 113A, con un alto número de 
copias del transgén para llevar a cabo nuestros estudios de tumor stem cell reprogramming. Todos 
los resultados mostrados a continuación se refieren a dicha línea, denominada indistintamente 
como 113A ó Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2. 
Lo primero que hicimos fue proceder a analizar la expresión de Lmo2 en distintas 
poblaciones hematopoyéticas. 
2.3. Expresión de Lmo2 en distintas poblaciones hematopoyéticas 
Con el fin de analizar la expresión de Lmo2 en distintas poblaciones hematopoyéticas de timo y 
médula ósea de ratones 113A, se llevó a cabo la purificación por citometría de flujo de las 
poblaciones linfoides T CD4+ , CD8+,  CD4+CD8+, CD4-CD8- de timo y las poblaciones linfoides B 
B220+ y células Sca+ Lin- de médula ósea de ratones controles “wild-type” y ratones Sca1-



















Figura 63. Expresión relativa de Lmo2 en poblaciones hematopoyéticas de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2. 
Se llevó a cabo el análisis de la expresión del gen Lmo2 en las poblaciones hematopoyéticas CD4+ , CD8+,  CD4+CD8+, 
CD4-CD8- de timo y B220+  y Sca+ Lin- de médula ósea de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 y ratones controles 
“wildtype”. Se usó el método comparativo ΔΔCt para calcular la expresión relativa del transcrito de interés y del control 
positivo (medula ósea de un ratón control “wild-type”). Finalmente, se comparó y representaron los valores medios de 2 -ΔΔCt 




























El RNA extraído de las distintas poblaciones fue tratado con DNAsa y convertido a cDNA 
para ser usado en una reacción de PCR cuantitativa. Como se muestra en la figura 63, se 
corroboró que, en el caso de los controles “wild-type”, Lmo2 efectivamente se expresaba en 
células B220+  y Sca1+ Lin- de médula ósea, tal y como ha sido descrito, pero no en células T de 
timo362,371. También se observó, que, en ratones 113A, Lmo2 se estaba expresando a niveles 
semejantes a los encontrados en ratones controles “wild-type” en células B220+  y Sca1+ Lin- de 
médula ósea línea transgénica. Pero además, todas las poblaciones T, estaban expresando el 
oncogén, hallándose los niveles más altos de expresión en células T de timo CD4+. 
2.4. La línea transgénica 113A desarrolla T-ALL 
2.4.1. Los ratones jóvenes presentan un desarrollo hematopoyético T anormal y todas sus 
poblaciones expresan Lmo2 
Con el objetivo de analizar si los ratones presentaban un desarrollo hematopoyético normal y para 
comprobar la expresión de Lmo2 en las distintas poblaciones gracias a la fluorescencia intrínseca 
derivada de la proteína tdTOMATO, se llevó a cabo un análisis exhaustivo de 4 ratones jóvenes 
113A de 3 meses mediante citometría de flujo y anatomía patológica y se compararon los 
resultados con ratones controles “wild-type” de la misma edad [Figuras 64, 65 y 66].  
Los resultados más llamativos que encontramos al analizar las distintas poblaciones 
hematopoyéticas de timo, bazo, médula ósea, nódulos linfáticos y sangre periférica es que todas 
ellas presentaban en mayor o menor porcentaje fluorescencia de la proteína tdTOMATO, por lo 
que estaban expresando Lmo2. En el timo, en concreto, hasta un 80% de linfocitos T CD4+ eran 
positivos para el marcador tdTOMATO, seguidos de las células CD8+ (alrededor de un 70%), doble 
negativas (60%) y los linfocitos T doble positivos CD4+ CD8+ apenas presentaban fluorescencia de 
la proteína [Figura 67].  
La presencia “ubicua” de la proteína tdTOMATO se corroboró además de por citometría, 
mediante Western Blot tomando bazo, médula ósea y timo de ratones transgénicos y ratones 




   

















Figura 64. Caracterización de las poblaciones hematopoyéticas mediante citometría de flujo en bazo y sangre 
periférica de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2. Se llevó a cabo un análisis del inmunofenotipo en bazo y sangre 
periférica de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 (LMO2) de 3 meses y controles “wild-type” de la misma edad. Todas 
las poblaciones analizadas fueron comparables en porcentaje pero las procedentes de los ratones transgénicos 
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Figura 65. Caracterización de las poblaciones hematopoyéticas en timo y médula ósea de ratones Sca1-
tdTOMATO-IRES-LMO2. Se llevó a cabo un análisis del inmunofenotipo en los tejidos indicados de ratones Sca1-
tdTOMATO-IRES-LMO2 (LMO2) de 3 meses y controles “wt”. En timo, se advirtió una disminución del porcentaje de 
linfocitos T doble positivos a expensas de un incremento en el porcentaje del resto de poblaciones T. En médula ósea, 
todas las células hematopoyéticas fueron comparables en porcentaje con los “wt”. Todas las poblaciones analizadas en 
ratones LMO2 presentaban fluorescencia para la proteína tdTOMATO en porcentaje variable (detallado para cada 
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Figura 66. Caracterización de las poblaciones hematopoyéticas mediante citometría de flujo en nódulos linfáticos 
de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2. Se analizaron las poblaciones hematopoyéticas en nódulos linfáticos de 
ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 (LMO2) de 3 meses y se compararon los porcentajes con los de controles “wild-type” 
de la misma edad. Todas las poblaciones analizadas fueron comparables en porcentaje pero las procedentes de los 
ratones transgénicos presentaban fluorescencia para la proteína tdTOMATO en porcentaje variable (detallado para cada 








Figura 67. Todas las poblaciones linfoides en timo de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 son quiméricas para la 
proteína tdTOMATO. Un 80% de linfocitos T CD4+ eran positivos para el marcador, un 70% de células CD8+ , un 60% de 
células doble negativas y un 5% de células CD4+ CD8+ eran tdTOMATO positivas. Se han representado los valores medios 
















1" 2" 3" 4"
TdTOMATO – 
TdTOMATO + 
               DP         CD4      CD8        DN 
n=20 
NÓDULOS LINFÁTICOS 




   
   
   

































   LT CD8                LT CD4       
   LB B-2 
LB maduros 
  LB foliculares 
  
  









Figura 68. Análisis de la proteína tdTOMATO en bazo, médula ósea y timo de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 
mediante Western Blot. Se tomaron los tejidos indicados de ratones transgénicos y ratones controles “wild-type” y se 
confirmó la presencia ubicua de la proteína tdTOMATO en dichos tejidos usando el anticuerpo específico “DsRed” y la 
actina como control de carga. 
 
Las poblaciones hematopoyéticas fueron comparables en composición y porcentaje a las 
de ratones controles “wild-type”, excepto en el caso del timo, donde se advirtió un acúmulo de LT 
CD4- CD8- además de un incremento de las poblaciones CD8 (CD4- CD8+) y CD4 (CD4+ CD8-)  
alcánzandose diferencias altamente significativas en el caso de los linfocitos T CD4+ CD8+ que se 
encontraban disminuidos respecto a los controles “wild-type”. También se detectó un incremento 
significativo en linfocitos T CD4+ en la sangre periférica de ratones 113A [Figura 69]. Todos los 
tejidos que fueron incluidos en formol para su posterior análisis por anatomía patológica resultaron 
ser normales.  
Estos resultados encontrados en timo sugieren que el desarrollo linfoide T estaba alterado 
como consecuencia de la sobreexpresión de Lmo2 en sus células. Por lo que pasamos a definir a 
los ratones 113A sacrificados jóvenes como ratones pretumorales, que tenían ya cierta alteración 
en el desarrollo de sus poblaciones hematopoyéticas, pero que aún no presentaban un fenotipo 
tumoral por falta de tiempo a la hora de desarrollarlo. Consecuentemente, para probar si 
efectivamente como consecuencia de la sobreexpresión de Lmo2, los timocitos presentaban 
estrés oncogénico, procedimos a analizar por PCR cuantitativa los niveles del supresor tumoral 





































   





Figura 69. Análisis del porcentaje de las poblaciones hematopoyéticas en médula ósea, bazo, nódulos linfáticos, 
sangre periférica y timo de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2. Se analizaron las principales poblaciones 
hematopoyéticas en los tejidos indicados en 4 ratones transgénicos de 3 meses de edad y se compararon los porcentajes 
celulares con los de 8 controles “wild-type” de la misma edad. Sólo se encontraron diferencias significativas en el caso del 
timo, donde se advirtió una disminución significativa de la población linfoide CD4+ CD8+ en ratones 113A respecto a 















































































2.4.2. Los timos de ratones pretumorales presentan estrés oncogénico 
El locus INK4a/ARF codifica para dos productos génicos p16INK4a y p19ARF y es una de las primeras 
líneas de defensa anti-tumorales que presentan los mamíferos410. Dicho locus se activa 
transcripcionalmente por estrés oncogénico, resultando en un arresto del ciclo celular y en 
apoptosis. Así,  los niveles de expresión de p16INK4a y p19ARF  son extremadamente bajos en la 
mayoría de tejidos del ratón y el locus es activado en respuesta a estrés oncogénico, impidiendo 
así la propagación de células que llevan activos oncogenes. 
En concreto, p19ARF es un regulador negativo de la proteína MDM2 que se encarga de 
desestabilizar a la proteína p53. Así, con el objetivo de analizar si los timocitos de ratones jóvenes 
113A presentaban estrés debido a la presencia de Lmo2, se realizó extracción de RNA de 4 
ratones 113A de 3 meses y de médula ósea de un ratón que había mostrado previamente estrés 
oncogénico, como control positivo. Se sintetizó cDNA a partir del RNA y se amplificó en una 
reacción de PCR cuantitativa usando oligonucleótidos específicos frente al gen codificante de ARF 
[Figura 70]. En los 4 casos, se encontró expresión de Cdkn2a concluyendo así que los timos de 







Figura 70. Análisis de la expresión relativa de Cdkn2a en muestras de timo de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 
pretumorales. Con el objetivo de analizar si los timos de ratones jóvenes que aún no habían desarrollado patología 
presentaban estrés oncogénico, se realizó una PCR cuantitativa usando el ensayo comercial de IDT que amplificaba el gen 
Cdkn2a y el control endógeno GAPDH. Se usó el método comparativo ΔΔCt para calcular la expresión relativa del 
transcrito de interés y del control positivo (timo de un ratón transgénico que presentaba estrés oncogénico). Finalmente, se 
compararon y representaron los valores medios de 2 -ΔΔCt y la desviación estándar. 
2.4.3. La supervivencia de los ratones 113A está disminuida 
El seguimiento de los ratones 113A puso de manifiesto que a partir de los pocos meses de edad, 
especialmente a partir de los 6, comenzaban a presentar signos de enfermedad, caracterizados 
por caquexia, lentitud de movimientos, frecuencia respiratoria incrementada y piloerección. En 
total, fueron sacrificados o murieron 22 ratones 113A entre los 6 y los 16 meses, mostrando una 

































   









Figura 71. Curva de  supervivencia de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 enfermos. La supervivencia de 22 
ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 enfermos fue analizada mediante los tests estadísticos Mantel-Cox y Gehan-
Breslow-Wilcoxon y comparada con la de 20 ratones controles “wild-type” obteniendo diferencias estadísticamente 
significativas (p < 0,001). 
2.4.4. Los ratones enfermos presentan leucemia linfoblástica aguda T 
A aquellos ratones que presentaron signos evidentes de enfermedad se les practicó una necropsia 
completa. Todos los ratones, excepto uno, presentaron timomas [Figura 72A] con una celularidad 











Figura 72. Análisis macroscópico del timo y recuento del número de timocitos en ratones enfermos Sca1-
tdTOMATO-IRES-LMO2. A) Todos los ratones enfermos analizados, excepto uno, presentaron un aumento de tamaño del 
timo respecto a controles “wild-type”. B) La celularidad de los timos en ratones enfermos de T-ALL fue muy superior 
respecto a ratones pretumorales y a ratones controles “wild-type”, alcanzándose diferencias altamente significativas (Test 
estadístico de Dunn, p < 0,05). Se ha representado la media y el error estándar de la misma.  





















































Además, la inmensa mayoría exhibió esplenomegalia [Figura 73] y en mayor o menor 
medida todos los órganos se encontraban afectados: pulmón, corazón, riñón, hígado e intestino 
delgado [Figura 74]. Todos estos tejidos junto con el timo y el bazo fueron incluidos en formol y 






Figura 73. Análisis macroscópico del bazo  de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 con T-ALL. El bazo de ratones 









Figura 74. Imagen macroscópica mostrando la afectación de órganos en ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 con 
T-ALL. La mayoría de órganos de los ratones enfermos estaban afectados, exhibiendo así hepatoesplenomegalia, 
infiltración de los riñones, linfoadenopatías e infiltración del intestino delgado por células tumorales. 
Así, se encontró que, de los 22 ratones analizados, 21 presentaban T-ALL o leucemia 
linfoblástica aguda T, lo que corresponde a un 95% del total [Figura 75]. Dichos ratones 
presentaban timos con linfoma de alto grado, caracterizados por celularidad blástica e  imagen en 
cielo estrellado: nódulos agrandados relativamente uniformes de células linfoides que infiltraban la 
pulpa roja. Estas células mostraban un ratio núcleo : citoplasma muy alto con cromatina inmadura, 
rodeadas de histiocitos que conferían una imagen en cielo estrellado, típico de tumores altamente 







   







Figura 75. Diagnóstico anatomopatológico de ratones enfermos Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2. De acuerdo con 
patólogos especialistas, un 95% de los 22 ratones enfermos analizados exhibió leucemia linfoblástica aguda T y un ratón 
fue diagnosticado de leucemia linfoblástica aguda B (5% del total). 
 
Con el objetivo de confirmar el diagnóstico, se realizó inmunohistoquímica con marcadores 
específicos: así los tumores resultaron ser CD3+, anticuerpo específico de linfocitos T además de 
TdT positivos. TdT son las siglas de la desoxinucleotidil transferasa terminal, una DNA polimerasa 
especializada, expresada por células linfoides inmaduras y células leucémicas. Además de ser 
CD3+ y TdT+, los tumores resultaron negativos para B220, PNA y Pax5, marcadores específicos de 












Figura 76. Análisis histológico de timos de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 con T-ALL. Se realizó tinción 
hematoxilina-eosina en timos de ratones enfermos (primer panel), encontrándose en los mismos linfoma de alto grado, 
caracterizado por celularidad blástica e  imagen en cielo estrellado. La inmunohistoquímica confirmó el diagnóstico: 
tumores CD3+ y TdT+ (células T y células linfoides inmaduras, respectivamente) y negativos para LMO2 y PAX5 (marcador 















La mayoría de órganos, incluyendo pulmón, corazón, bazo, páncreas, riñón, hígado, 
























Figura 77. Análisis histológico de tejidos infiltrados por células tumorales en ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 
con T-ALL. Prácticamente todos los tejidos analizados en ratones enfermos presentaron acúmulos de linfocitos tumorales, 
rodeando especialmente los vasos sanguíneos. Se muestran secciones histológicas de timo, intestino delgado, riñón, 
hígado, pulmón y bazo de ratones controles “wild-type” y ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 teñidas con hematoxilina-
eosina y fotografiadas con los objetivos de 10X y 40X (Aumentos de 100X y 400X). 
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Además de los 21 ratones que presentaron T-ALL, se encontró un caso de un ratón que 
desarrolló leucemia aguda B con un bazo afectado por linfoma con alto número de células en 
mitosis e infiltración de hígado, pulmón e intestino. El inmunofenotipo de las células tumorales 















Figura 78. Análisis del inmunofenotipo del ratón diagnosticado de leucemia linfoblástica B. Se realizó un análisis por 
citometría de flujo del timo, bazo, médula ósea, nódulos linfáticos y sangre periférica del ratón diagnosticado de B-ALL y se 
compararon las poblaciones hematopoyéticas con las de controles “wild-type”. Se encontró un acúmulo de células 
tumorales B220low IgM- CD25+ en médula ósea, bazo y sangre, correspondiente con células en estadio Pre-B. El timo 
careció de las poblaciones linfoides T normales.  
2.4.5. Las poblaciones de linfocitos T tímicas están alteradas e invaden otros tejidos 
Aquellos ratones que presentaron timoma y fueron diagnosticados de T-ALL, fueron analizados 
también de forma exhaustiva mediante citometría de flujo. En concreto, se tomaron timo, bazo, 
médula ósea, nódulos linfáticos, sangre periférica y células peritoneales y se procesaron para su 
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Los resultados fueron muy llamativos, encontrándose que la composición hematopoyética 
de las células T de timo de ratones con T-ALL estaba totalmente alterada respecto a los controles 
“wild-type”, presentando inmunofenotipos muy variables: acúmulos de linfocitos T CD4+ CD8+ y 
CD4- CD8- ; timos formados por células tumorales CD8+ ó CD4+ ó CD4+ CD8+ ó bien tumores 
compuestos por un gradiente de diferenciación desde células CD4+ CD8+ pasando por células 




Figura 79. Inmunofenotipos tumorales y porcentaje de las poblaciones hematopoyéticas T en timo de ratones 
Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 con T-ALL. A) Análisis de citometría de flujo del timo de un ratón control “wt”, un ratón 
pretumoral y 6 ratones diagnosticados de T-ALL. B) Comparación del porcentaje de las distintas poblaciones tímicas entre 
los 3 grupos de ratones analizados. Se han representado los valores medios y el error estándar de la media. La 
significación ha sido establecida mediante el uso de los tests estadísticos de Bonferroni (para datos paramétricos) o Dunn 
(datos no paramétricos) con un valor de p < 0,05. 
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Algunos de estos timos, no obstante, conservaban aún poblaciones de linfocitos T 
normales como es el caso de los ratones W284, Z908 y O225 que retenían poblaciones T CD8 o 
CD4- CD8- y que, en la figura 79A, no han sido designadas como tumorales. 
Además de comparar composición y porcentaje de las poblaciones tímicas de los ratones 
diagnosticados de T-ALL con ratones controles “wild-type” de edades similares, se contrastaron 
también los resultados con los obtenidos de ratones transgénicos 113A pretumorales, es decir, 
ratones que habían sido sacrificados jóvenes para realizar otros estudios y que no habían tenido el 
tiempo suficiente de desarrollar la patología. Esta comparación se realizó porque los ratones 
jóvenes de 3 meses que habían sido analizados previamente tenían ya una alteración en el 
desarrollo linfoide T, mostrando una disminución significativa de linfocitos T doble positivos a 
expensas de los otros estadios de diferenciación [Figura 79B].  
Así, se encontró que los ratones pretumorales presentaban un incremento significativo en 
linfocitos T dobles negativos respecto a los controles “wild-type” y los ratones 113A con T-ALL 
retenían este fenotipo aunque con menor porcentaje de células. 
Los ratones controles “wild-type” poseían en torno a un 85% de células CD4+ CD8+ 
disminuyéndose significativamente este porcentaje en ratones pretumorales y en los enfermos de 
T-ALL a expensas de un incremento en linfocitos T CD8+ en ratones pretumorales y aún más en 
los leucémicos (excepto algunos fenotipos tumorales sin linfocitos T CD8). En el caso de los 
linfocitos T CD4+, éstos se encontraban incrementados en los ratones pretumorales y los enfermos 
presentaban un porcentaje muy variable, desde su ausencia hasta un 85% de células en este 
estadio de diferenciación.  
Además del timo, se analizaron las distintas poblaciones hematopoyéticas de los otros 
tejidos: linfocitos B, T y células mieloides. Se encontró que, en la mayoría de los casos, el patrón 
de fenotipo tumoral del timo se repetía en los otros tejidos, especialmente en bazo, médula ósea y 
sangre periférica, lo que conllevaba una disminución del porcentaje del resto de poblaciones 










Figura 80. Caracterización de las poblaciones linfoides T en timo, bazo, nódulos linfáticos, médula ósea y sangre 
periférica de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 con T-ALL. Análisis de citometría de flujo de timo, bazo, nódulos 
linfáticos, médula ósea y sangre periférica de 3 ratones diagnosticados de T-ALL y comparación con tejidos sanos de un 
ratón control “wild-type”. Todos los tejidos de ratones enfermos resultaron infiltrados por células tumorales que exhibían 
distinto inmunofenotipo, pero mimetizando el observado en el timo. 
 
2.4.6. Las poblaciones tumorales no expresan el oncogén Lmo2 
Junto con un análisis del porcentaje y composición de las distintas poblaciones celulares T, B y 
mieloides, se estudió detalladamente el porcentaje de células de cada linaje que expresaban el 
gen codificante de la proteína tdTOMATO y, por tanto, de Lmo2. Se encontró que todas aquellas 
células que eran “sanas” o no tumorales, incluyendo las células del linaje B y mieloides además de 
aquellos linfocitos T de timos tumorales que eran normales, expresaban tdTOMATO a niveles 
semejantes a los encontrados en células de ratones 113A no enfermos. Sin embargo, se halló que 
todas aquellas células que presentaban un fenotipo tumoral, tanto los linfocitos T de timo como los 




   
   
   
   
   
   
   




   
   
   
   
   
   
   




   
   
   
   
   
   








   
   
   
  
   




presentes en otros tejidos no presentaban señal de fluorescencia para tdTOMATO y, por tanto, no 
expresaban el oncogén Lmo2 [Figura 81].  
 
Figura 81. Caracterización de las poblaciones linfoides T y su expresión de Lmo2 en timos de ratones Sca1-
tdTOMATO-IRES-LMO2 con T-ALL. Se realizó un análisis por citometría de flujo de timos de ratones controles “wt”, 
pretumorales y leucémicos para caracterizar las poblaciones celulares T en dichos tejidos. Se analizó posteriormente qué 
porcentaje de cada tipo de población (CD4, CD8, DP o DN) contaba con fluorescencia para la proteína tdTOMATO 
(representado en los histogramas). Se encontró que, en el caso de ratones controles “wt” ninguna de sus poblaciones 
contaba con fluorescencia, al contrario que, en ratones preleucémicos, donde todas sus poblaciones expresaban 
tdTOMATO. Los ratones diagnosticados de T-ALL, retenían aún ciertas poblaciones no tumorales: linfocitos T DN en el 
caso del ratón Z908 o linfocitos CD8 y DN en el ratón W284, que poseían fluorescencia para la proteína roja. Sin embargo, 
todas aquellas poblaciones tumorales (designadas así en los gráficos) tenían una escasa o ausencia total de fluorescencia, 
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Esto se corroboró, mediante inmunohistoquímica en tumores de T-ALL usando 
anticuerpos específicos, de manera que resultaron ser TdT positivos y Pax5 negativos como ya 











Figura 82. Inmunohistoquímica en ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 diagnosticados de T-ALL. La 
inmunohistoquímica confirmó el diagnóstico: tumores CD3+ y TdT+ (células T y células linfoides inmaduras, 
respectivamente) y negativos para LMO2 y PAX5 (marcador de células B). Se muestran imágenes con aumentos de 300X 
y 400X. 
2.4.7. Los tumores presentan alteraciones genéticas secundarias similares a la T-ALL 
humana 
La inestabilidad genómica es una característica de la mayoría de cánceres y se refiere a la alta 
velocidad a la que la estructura y el número de cromosomas cambia con el tiempo en células 
cancerosas en comparación con las células normales411. La inestabilidad genética puede 
generarse por mutaciones individuales en un gen concreto, por pérdida o ganancia de 
cromosomas o, por reorganizaciones a gran escala de los cromosomas. En el caso concreto de la 
leucemia linfoblástica aguda de células T, se han descrito multitud de translocaciones 
cromosómicas276-285 además de deleción de genes, como son los supresores tumorales286-295 entre 
los que figuran CDKN2A/B y PTEN. El primero, se sitúa en el cromosoma 9 humano, y han sido 
muchas las alteraciones descritas en el brazo corto de este cromosoma relacionadas con 
leucemia linfoblástica T. Así por ejemplo, se han detectado deleciones en el cluster del gen del 
Interferón IFNA1297,298 y deleción del gen MTAP299. El oncogén MYC está activo en el 1% de los 




   




transmembranal NOTCH1, cuya vía se encuentra totalmente desregulada en este tipo de 
neoplasias267,304,305.  
 
Con el objetivo de averiguar si las células T tumorales de los ratones 113A presentaban 
inestabilidad genética, se realizó un estudio mediante CGH (hidridación genómica comparada) del 
DNA de doce casos de leucemia linfoblástica T usándose como control DNA de cola de un ratón 
control “wild-type”.  En la lista adjunta se indican las alteraciones recurrentes encontradas 
(deleciones, duplicaciones y trisomías) además del tamaño y  localización exacta de las mismas 
en el cromosoma junto con la incidencia y una lista de genes incluidos en la región cromosómica 
afectada [Figura 83].  
 
 
Figura 83. Resumen de las alteraciones cromosómicas recurrentes encontradas en ratones leucémicos Sca1-
tdTOMATO-IRES-LMO2 mediante CGH. Se indica la localización cromósomica de las alteraciones, el tamaño, tipo, 
frecuencia relativa y genes incluidos en la región afectada. 
 
 
Así, se encontró que en un 16,6% de los casos se encontraban delecionados los genes 
Cdkn2a y Cdkn2b y el cluster del gen del interferón y en un 8,33%, el gen MTAP, tal y como ha 
sido descrito en la leucemia linfoblástica T humana286,298,299[Figura 84]. Otro gen que se encontró 
delecionado en un 33% de los casos y que ha sido descrito recientemente eliminado o mutado en 
los distintos subtipos moleculares de T-ALL fue el supresor tumoral Bcl11b294. Se cree que este 
Cromosoma Citobanda Inicio Final Tamaño (Mb) Alteración Frecuencia Genes
chr1 qD 88994704 89156361 0,161657 Deleción 25% Alpi, Akp3, Ecel1, Chrnd, Chrng, Eif4e2
chr1 qD 90096809 90193881 0,097072 Duplicación 25%
Ugt1a10, Ugt1a9, Ugt1a7c, Ugt1a6b, Ugt1a6a, 
Ugt1a5, Ugt1a2, DNajb3, Ugt1a1, Hjurp
chr2 qE3 1,06E+08 106805603 0,323916 Duplicación 25% Mpped2, 270007P21Rik
chr4 qC4 - qC5 88452952 90305853 1,852901 Deleción 
homocigota
8,33% Mtap, Cdkn2a, Cdkn2b, Dmrta1, Zfp352, Ifna7, 
Ifna11, Ifna6, Ifna5, Ifna4, Ifna1, Ifne
chr4 qC4 - qC5 88758309 91767208 3,008899 Deleción 8,33% Mtap, Cdkn2a, Cdkn2b, Dmrta1, Zfp352, 
Elavl2
chr4 qD1 1,12E+08 113840543 2,114729 Duplicación 50% Skint4, Skint3, Skint9, Skint2, Skint10, Skint6, 
Skint5
chr4 qD1 1,12E+08 113574904 1,84909 Deleción 25% Skint4, Skint3, Skint9, Skint2, Skint10, Skint6, 
Skint5
chr4 qD2.2 1,22E+08 121767527 0,118304 Duplicación 33% No CCDS genes
chr4 qD2.2 1,22E+08 121767527 0,118304 Deleción 33% No CCDS genes
chr6 qB1 41009873 41480845 0,470972 Deleción 
homocigota
75% Trbv cluster, Try4, Try5, Try10, Prss3, 
EG436523,  Gm10334, Prss1 
chr6 qB1 41018189 41480845 0,462656 Deleción 33% Trbv cluster, Try4, Try5, Try10, Prss3, 
EG436523,  Gm10334, Prss1 
chr10 qC1 79093556 80891049 1,797493 Deleción 17% 120 genes




chr11 qB4 70989662 71121691 0,132029 Duplicación 42% Nlrp1b, Nlrp1c
chr11 qD 97356219 97438981 0,082762 Deleción 16,67% Arhgap23, Srcin1
chr11 qE2 1,19E+08 119075725 0,170131 Deleción 16,67% Cbx4, Tbc1d16
chr12 qF1 1,09E+08 109242945 0,065721 Deleción 33% Bcl11b
chr13 qC3 86152504 87318190 1,165686 Duplicación 25% Cox7c
chr14 qA1 - qE5 8588857 125143278 116,554421 Trisomía 25% 1486 genes
chr14 qC2 54390811 54797644 0,406833 Deleción 50% Trav cluster, Trdv3, Trdv4, Trdd1, Trdd2, Trdj2, 
Traj cluster
chr14 qC2 54390811 54797644 0,406833 Deleción 
homocigota
66,67% Trav cluster, Trdv3, Trdv4, Trdd1, Trdd2, Trdj2, 
Traj cluster
chr15 qA1 - qF3 3114599 103432967 100,318368 Trisomía 66,67% 1183 genes: Myc
chr17 qA3.3 30586087 31019169 0,433082 Duplicación 16,67% Btbd9, Glo1, Dnahc8
chr19 qC2 36981923 37047299 0,065376 Deleción 16,67% Fgfbp3, Btaf1
chr19 qC2 37304280 37439992 0,135712 Deleción 50% No CCDS genes
  
  










Figura 84. Idiogramas de los 20 cromosomas de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 con T-ALL. Se representan 
las alteraciones cromósomicas detectadas en ratones leucémicos, deleciones o pérdidas de material genético (en verde) o 
ganancias y amplificaciones del mismo (en color rojo). Se han señalado las alteraciones más relevantes encontradas junto 
con la frecuencia relativa en la muestra de 12 ratones analizados. 
 
 
En un 66% de los casos de T-ALL en ratones 113A, se halló una trisomía del cromosoma 
15. Esta alteración como tal, no ha sido descrita en leucemias humanas pero el cromosoma 
contiene al oncogén Myc, que sí ha sido relacionado con este tipo de neoplasias267,303-305. Así, el 
hecho de tener 3 copias del cromosoma podría dar lugar a una mayor cantidad de proteína 
mimetizando así la activación aberrante que tiene este oncogén en la T-ALL humana. 
 
Por último, demostrando la clonalidad tumoral, se encontraron deleciones específicas en el 
cluster de los genes que codifican para las cadenas α, β, γ y δ del TCR o receptor de linfocitos T: 
regiones variables, tripsinas, serín proteasas…Genes (en los cromosomas 6 y 14) que habrían 
sido delecionados como parte del proceso normal del reordenamiento de las cadenas del TCR , 
indicando que habría una selección clonal. Relacionado con el desarrollo linfoide T, en el 
cromosoma 4 se encontraron duplicados (50%) o delecionados (25%) los 11 genes de la familia 
Deleción 
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Skint412.  Skint1 es un gen recientemente identificado, expresado en timo y piel que codifica para 
una proteína con dominios transmembranales tipo inmunoglobulina y está involucrado en la 
selección positiva de células Vγ5+Vδ1+. 
 
2.4.8. La firma molecular de la T-ALL en ratones 113A es similar a la de la T-ALL humana 
Los resultados obtenidos hasta ahora indicaban que el modelo animal Sca1-tdTOMATO-IRES-
LMO2 reproducía algunas de las características fenotípicas de la leucemia linfoblástica T humana 
acumulando linfocitos T tumorales no sólo en timo sino en otros tejidos como bazo, médula ósea, 
nódulos linfáticos, sangre…El siguiente paso consistió en analizar si estas células anómalas 
tenían alguna diferencia en su expresión génica respecto a linfocitos T de timos de ratones 
controles “wild-type” normales.  
Con este fin, se tomaron timos de 10 ratones transgénicos y de 4 ratones controles “wild-
type” y se procedió a la extracción de RNA total y su limpieza de restos de fenol. No se llevó a 
cabo la separación específica mediante citometría de flujo de linfocitos T ya que los timos están 
constituidos casi en su totalidad (más de un 95%) de esta estirpe celular.  
Los arrays de expresión pusieron de manifiesto que, efectivamente, los genes 
correspondían a linfocitos T como muestran los perfiles de expresión bajos para CD19 y altos para 
CD8 [Figura 85]. Además, se encontraron 6199 genes diferencialmente expresados en ratones 













Figura 85. Perfiles de expresión de CD8a y CD19 en timos de ratones controles y ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-
LMO2 con T-ALL. Se usó el algoritmo estadístico RMA  (Robust Multiarray Avereging) para analizar los perfiles de 
expresión de Cd8a y Cd19 en muestras de timos de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 (designadas como T_113A) y 
ratones controles “wild-type” (designadas como T_WT). Se halló un perfil de expresión alto para CD8a y bajo para CD19. 
 
Perfil de expresión de CD8a (señal RMA) Perfil de expresión de CD19 (señal RMA) 
  
  




A continuación, se llevó a cabo una búsqueda específica de genes diferencialmente 
expresados que tuvieran algún tipo de relevancia en la génesis o el mantenimiento de la leucemia 
linfoblástica aguda T en ratones y que, además, se encontraran también involucrados en las 
leucemias de este tipo en humanos. [Figura 86]. 
 
Así, dos genes claves involucrados frecuentemente en T-ALL que se encontraban 
sobreexpresados en linfocitos T tumorales de ratones 113A, fueron Notch1 y su diana directa, el 
gen Myc, corroborando así lo descrito hasta la fecha266,267,304,305. Consecuemente, genes diana de 
Notch1 y Myc se encontraron también alterados. Es el caso de Dtx y Hes1 que se hallaban 
sobreexpresados, coincidiendo con otros trabajos publicados previamente en ratones en los que, 
en células en sus primeros estadios tumorales, estas dianas transcripcionales se encuentran 
upreguladas413. Hes1 es un represor transcripcional necesario para el desarrollo y mantenimiento 
de la leucemia linfoblástica T, que actúa reprimiendo la deubiquitinasa CYLD309-311.  
 
Bcat1, Pa2pg4 y Skp2 son otros genes diana, que estaban sobreexpresados y que han 
sido relacionados con la linfomagénesis T y otros carcinomas414-416. Cdk4 codifica  una quinasa 
dependiente de ciclinas involucrada en la entrada en ciclo celular y la desregulación de CDK4 y 
CDK6 es una característica de la T-ALL humana. Se ha demostrado que el complejo ciclina 
D3:CDK4/6 funciona en la expansión de progenitores T y en la inducción de la leucemia T417 y, al 
mismo tiempo, la inhibición de CDK4 (junto con un inhibidor gamma secretasa) inhibe el 
crecimiento de las células tumorales418. Cdk4 se encontró sobreexpresada en nuestros arrays. 
 
Hmga1 se halló upregulado en células tumorales de ratones 113A. Es un gen expresado 
fuertemente en células madre embrionarias y hematopoyéticas y en diversos cánceres humanos. 
Además, se encuentra sobreexpresado en leucemias humanas T-ALL y parece colaborar con la 
inactivación del locus Cdkn2a en la génesis de leucemias de tipo T419.  
 
Bmi1 codifica para una proteína que controla la proliferación celular a través de la 
supresión de los supresores tumorales codificados por el locus Cdkn2a y se encontró 
sobreexpresado en los arrays. Este gen se encuentra también sobreexpresado en un subtipo de 
leucemias agudas linfoblásticas denominadas CALM-AF10420.  
 
Nme1 es un gen codificante de una conocida proteína involucrada en metástasis, que 
estaba sobreexpresada, aunque no se ha encontrado relación con la T-ALL421. 
 
Finalmente, junto con genes relacionados directamente con la leucemia linfoblástica aguda 
T, se encontraron upregulados genes típicos de células madre embrionarias. Es el caso de Prmt5, 
Wdr5 y Tcf3422-424.  
 
  
   






Figura 86. Heatmap mostrando los 6199 genes diferencialmente expresados en ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-
LMO2. Genes significativamente inducidos o reprimidos en timos de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 respecto a 
controles “wild-type” determinado por la técnica estadística SAM con un FDR al 10%. Cada fila representa un gen y cada 
columna, un mRNA de cada muestra de un total de 14 (4 muestras de ratones controles “wild-type” y 10 muestras de 
ratones leucémicos 113A). El nivel de expresión de cada gen en cada muestra es relativo al nivel medio de expresión de 
ese gen en todas las muestras y se ha representado usando una escala de color rojo-azul, de manera que los genes que 
están sobreexpresados están en color rojo, y los expresados a la baja, están en color azul. Se han destacado genes 
relevantes, muchos relacionados con la T-ALL humana.  
 
 
Además de genes regulados al alza, se encontraron multitud de genes expresados a la 
baja, en su mayoría supresores tumorales, relacionados directamente con leucemia linfoblástica T. 
  
  




Así, por ejemplo, Cyld codifica para un regulador negativo de IKK, y es inhibido por HES1 
(el cual estaba sobreexpresado en nuestros arrays), manteniéndose por tanto una activación 
constante de la vía de NF-Kβ a través de la sobreexpresión de Hes1 y la represión de CYLD310,311. 
 
Fbxw7 y Pten son dos genes supresores de tumores que se encontraron expresados a la 
baja y que han sido descritos mutados en leucemia linfoblástica T humana dando lugar a su 
inactivación y a la resistencia de la enfermedad a fármacos288,308,425.  
Cdkn1b o p27KIP1codifica para un inhibidor de ciclinas dependientes de quinasas y se ha 
encontrado mutado en otros tipos de leucemias linfoblásticas292 Además, se ha descrito, que la 
señalización aberrante de Notch1 promueve su reducción en líneas celulares de leucemia415. 
Prdm2 o Riz1 es otro supresor tumoral con una metilación aberrante y una expresión disminuida 
en T-ALL que se encontró en nuestros arrays426.  ABCG2 es un transportador de membrana que 
confiere resistencia a fármacos en células cancerígenas y cuya metilación del promotor ha sido 
descrita en muestras clínicas de T-ALL318. Ptprc, es el gen codificante de la fosfatasa CD45, del 
que se han descrito mutaciones inactivantes en leucemia T, otorgándole así un papel de supresor 
tumoral en T-ALL427.  
 
Se han encontrado mutaciones activantes en genes reguladores de la señalización de 
RAS:  Nras, Flt3 y Jak1 y mutaciones inactivantes en el gen modificador de histonas Setd2 en el 
subtipo ETP-ALL313. En nuestro array, todos estos genes tenían su expresión disminuida. 
 
Curiosamente, proteínas que interactúan con LMO2 en complejos de señalización como 
son Ldb1350,358   y Fli1361 y Nfatc1 en DLBCL364 se encontraron con una expresión disminuida 
respecto a controles “wild-type”. 
 
Finalmente, con el fin de mejorar la interpretación funcional de los resultados, se realizó un 
análisis de enriquecimiento de grupos de genes relacionados (GSEA) [Figura 87]. Este análisis se 
llevó a cabo para identificar grupos de genes que estaban enriquecidos dentro de las muestras 
tumorales de ratones 113A.  Así, los resultados mostraron que los timos de ratones 113A con T-
ALL estaban altamente enriquecidos en genes típicos de células madre embrionarias428 y de 
pluripotencia429 así como dianas del oncogén Myc430  y de la vía de la señalización de Notch. 
También se encontraron genes upregulados en líneas celulares cancerígenas como consecuencia 
de la sobreexpresión de la proteína KRAS oncogénica431 [Figura 87].  
Estas huellas transcripcionales coincidieron ampliamente con las obtenidas en células leucémicas 
de un modelo de ratón de T-ALL conducido por Myc y mutaciones en Fbxw7432.  
  
   
































Figura 87. Resultados del análisis del enriquecimiento GSEA Gene Set Enrichment Analysis. Los timos de ratones 
Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 presentaban una huella transcripcional típica de células madre embrionarias y genes de 
pluripotencia y presentaban sobreexpresión de genes que son diana o están regulados por la proteína MYC. 
Adicionalmente, se encontraron sobreexpresados, genes típicos de la vía de señalización de NOTCH además de genes 
upregulados en líneas celulares cancerígenas que sobreexpresaban la forma oncogénica de KRAS.  
Muchos grupos de investigación han encontrado que las huellas de expresión génica 
específicas de células madre embrionarias están también presentes en muchos cánceres 
humanos y modelos murinos de cáncer433. De hecho, las células madre y las células cancerígenas 
comparten muchas propiedades, entre las que están la capacidad de autorrenovación y un 
bloqueo en la diferenciación.  
  
  




Además, los mecanismos que regulan la renovación en células madre normales y los de 
oncogénesis en células cancerígenas son muy similares434.  Tiene sentido pues que, en nuestros 
arrays encontráramos que las células cancerígenas de ratones con T-ALL compartieran muchas 
similitudes en expresión génica con las células madre embrionarias. 
2.5. Papel del timo en la génesis de T-ALL en ratones 113A 
Los resultados obtenidos hasta el momento, sugerían que el desarrollo de leucemia T en ratones 
Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 ocurría a través de un proceso de reprogramación tumoral en 
células madre hematopoyéticas, de manera que sólo los progenitores tímicos que no expresaban 
el oncogén, eran seleccionados y transformados.  
Con el fin de confirmar que la selección clonal tenía lugar en el timo, cruzamos nuestros 
ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 con ratones nu/nu cuya disrupción del gen Foxn1435 es 
responsable de su característico fenotipo sin pelo y sin timo funcional. Los ratones resultantes se 
denominaron Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 nu/nu o 113A nu/nu. 
 El seguimiento diario de los ratones 113A nu/nu puso de manifiesto que comenzaban a 
presentar signos de enfermedad a partir de los 5 meses de edad, mostrando una supervivencia 









Figura 88. Curva de supervivencia de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 nu/nu enfermos. La supervivencia en 7 
ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 nu/nu fue analizada mediante los tests estadísticos Mantel-Cox y Gehan-Breslow-
Wilcoxon y comparada con la supervivencia en 22 ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2, no existiendo diferencias 
significativas.  
 
Los 7 ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 nu/nu analizados en estado terminal 
exhibieron alteraciones histológicas macroscópicas evidentes, como esplenomegalia e infiltración 
de hígado y riñones por células tumorales [Figura 89]. 























   



















Figura 89. Hallazgos macroscópicos en ratones 113A nu/nu. Los ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 nu/nu 
analizados cuando estaban enfermos (ver ejemplo en foto inferior derecha) presentaban en la autopsia esplenomegalia y 
hepatomegalia. En la foto se pueden observar los impactos blanquecinos en bazo e hígado. Se muestra un ratón control 




Los resultados anatomopatológicos pusieron de manifiesto que los ratones enfermos 
desarrollaban linfoma de alto grado en bazo de manera que las células tumorales blásticas 
infiltraban bazo, hígado, pulmón, páncreas, riñón y nódulos linfáticos [Figura 90] 
 
Finalmente, con el objetivo de analizar si las células tumorales en la periferia de ratones 
113A nu/nu leucémicos contaban con la expresión de Lmo2, se realizó un análisis completo por 
citometría de flujo de las principales poblaciones hematopoyéticas y se chequeó la expresión del 
marcador tdTOMATO [Figura 91]. Se encontró, que, a diferencia de los ratones Sca1-tdTOMATO-
IRES-LMO2 enfermos de T-ALL, cuyas poblaciones tumorales carecían de la expresión del 
oncogén, todas las poblaciones celulares presentes en ratones 113A nu/nu enfermos contaban 
con fluorescencia para la proteína tdTOMATO, por lo que expresaban el transgén. 
 
Podemos concluir así que la T-ALL observada en ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 
se debía a una selección clonal de precursores tímicos que carecían de la expresión de Lmo2  y 
eran capaces de generar una masa tumoral de células diferenciadas que no necesitaban de la 
expresión del oncogén. En definitiva, nuestro modelo de Lmo2 no sólo era capaz de reproducir la 
enfermedad T-ALL humana a través de una diferenciación de células stem/progenitoras a un 
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Figura 90. Análisis histológico de tejidos de ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 nu/nu enfermos. Las secciones 
histológicas mostraron que los ratones 113A nu/nu enfermos desarrollaban linfoma de alto grado con células tumorales que 
infiltraban bazo, hígado, pulmón, páncreas, riñón y nódulos linfáticos. Se muestran secciones teñidas con hematoxilina-
eosina y fotografiadas con los objetivos de 10X y 40X (Aumento de 100X, barra de escala de 500µm; aumento de 400X, 
barra de escala de 100µm). Se muestran a la vez tejidos de un ratón nu/nu como control. 
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Figura 91. Análisis por citometría de flujo de la sangre periférica de ratones nu/nu, y ratones leucémicos Sca1-
tdTOMATO-IRES-LMO2 y Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 nu/nu. Se muestra el análisis de las poblaciones CD4+ y CD4- 
en la sangre periférica de ratones nu/nu y ratones leucémicos Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 nu/nu. Ninguna de las 
poblaciones de los ratones controles nu/nu contaba con fluorescencia para la proteína tdTOMATO (el porcentaje mostrado 
corresponde a fondo de fluorescencia). En cambio, todas las poblaciones celulares presentes en la sangre de ratones 113A 
nu/nu eran positivas para tdTOMATO, por lo que estaban expresando el oncogén Lmo2. Sin embargo, las poblaciones 
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1. EL CÁNCER COMO UNA ALTERACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN 
CELULAR 
El cáncer se ha definido clásicamente como una enfermedad que surge como consecuencia de 
una proliferación descontrolada de las células de un tejido que invaden, desplazan y destruyen, 
localmente y a distancia, otros tejidos sanos del organismo. Todavía, hoy en día, el cáncer sigue 
considerándose como una alteración de la proliferación celular. Así, la mayoría de tratamientos en 
el enfermo oncológico están diseñados para frenar la proliferación celular, siendo no sólo 
inefectivos gran parte de las veces, sino que además conllevan graves efectos secundarios entre 
los que se encuentran fatiga, náuseas, vómitos, caída del pelo…Y es que, estos tratamientos 
están dirigidos a combatir las altas tasas de replicación típicas de las células cancerígenas, pero 
existen otras muchas células en el organismo que ciclan rápidamente, como son las células 
hematopoyéticas, las del tracto digestivo, o las de los folículos pilosos.  
Al mismo tiempo, durante las últimas décadas, la investigación en cáncer ha demostrado 
la relevancia de los oncogenes en el cáncer humano y la mayor parte de los trabajos publicados 
muestran que la expresión de los oncogenes no sólo es necesaria para el inicio del cáncer, sino 
también para el mantenimiento del mismo. Así, los oncogenes se han situado como las dianas 
terapéuticas centrales en el tratamiento contra el cáncer. Sin embargo, los resultados en clínica 
sugieren que, en pacientes humanos, la tumorogénesis no es reversible con tan sólo la 
inactivación de estos oncogenes. Estas observaciones sugieren que los oncogenes no tienen un 
modo de acción homogéneo dentro de la población de células tumorales.  
Sin embargo, sí está ampliamente aceptado que el cáncer es una enfermedad clonal, que 
se origina en una célula específica, la cancer cell-of-origin  (se denomina en inglés). La 
identificación de esta población celular es clave, pues permitiría una detección temprana del 
cáncer, una mejor predicción del comportamiento tumoral y, en última instancia, terapias 
preventivas para individuos que tengan un alto riesgo de desarrollar cáncer.  
  
   




Si resumimos todo lo mencionado, podemos concluir que, hoy en día, el cáncer se 
considera una enfermedad de la proliferación celular, donde los oncogenes tienen una función 
central en la génesis y el mantenimiento del cáncer y, en general, no se tiene en cuenta la 
naturaleza de la célula originadora del cáncer sino más bien el fenotipo de las células tumorales 
diferenciadas. Con todo ello,  la supervivencia de los pacientes con cáncer no ha disminuido de 
manera notoria en los últimos años y, en la mayoría de los casos, la supervivencia se ha visto 
incrementada como consecuencia de la detección precoz de la enfermedad5,436.  
2. EL CÁNCER COMO RESULTADO DE UN MECANISMO DE 
REPROGRAMACIÓN TUMORAL EN LAS CÉLULAS MADRE/ 
PROGENITORAS 
Nuestro grupo de investigación ha explorado si la función de un oncogén es diferente en las 
células madre/progenitoras que en las células diferenciadas tumorales. El resultado de estos 
trabajos nos ha permitido proponer un mecanismo alternativo para la génesis del cáncer basado 
en el tumor stem cell reprogramming o la reprogramación tumoral en células madre44,66-68. Así, los 
oncogenes humanos serían capaces de reprogramar células madre o progenitores celulares y 
convertirlas en células tumorales diferenciadas, donde la expresión del oncogén ya no sería 
necesaria. Replanteamos así la visión general del cáncer donde la naturaleza de la célula 
iniciadora del mismo adquiere un papel fundamental y en la que el oncogén pasa a un segundo 
plano, siendo clave tan sólo en el inicio del cáncer pero no en el mantenimiento del mismo. 
Así, en mi proyecto de tesis doctoral, quisimos comprobar si  esta teoría también se podría 
aplicar al linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) y tratar de comprobar si dicha enfermedad 
surgía como un mecanismo de reprogramación tumoral llevado a cabo por HGAL, gen que se ha 
identificado sobreexpresado en centros germinales y en linfomas derivados del mismo82. Del 
mismo modo, quisimos analizar si Lmo2 era capaz de reprogramar células madre/progenitoras y 
establecer en ellas un programa de diferenciación patológico que culminara en la génesis de 
leucemia linfoblástica T aguda en ausencia del oncogén.   
2.1. Modelo murino Sca1-HGAL para el estudio de linfoma difuso de células 
B grandes 
El linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) es un desorden hematológico que constituye entre 
el 30 y el 40% de los linfomas no Hodgkin de adultos, siendo así el más frecuente. El gen HGAL 
se expresa en linfocitos B del centro germinal y en linfomas B derivados del mismo82. En el linfoma 
difuso de células B grandes, su expresión se asocia con una mayor supervivencia, pero todos los 
  
  




estudios hasta la fecha no han conseguido averiguar cuál es la relevancia biológica de la 
expresión de HGAL en linfocitos B del centro germinal y, más importante aún, si su alta expresión 
en linfomas derivados del centro germinal y en linfoma difuso de células B grandes tiene relación 
con la linfomagénesis. La presencia de los motivos ITAM en la proteína HGAL cuyas tirosinas 
pueden ser fosforiladas por Lyn205, nos hizo pensar que HGAL podría estar involucrada en la 
señalización del receptor de los linfocitos B.  Por este motivo, y en una primera aproximación, 
decidimos estudiar el papel de HGAL en la vía de señalización del BCR mediante el uso de líneas 
celulares de linfoma no Hodgkin.  
En un primer momento, encontramos que la expresión ectópica de HGAL en líneas 
celulares que no expresaban este gen  de forma natural, incrementaba la fosforilación de los 
componentes de la vía de señalización del BCR y la movilización del calcio de las reservas 
intracelulares. Posteriormente, planteamos la estrategia contraria, silenciar el gen HGAL en líneas 
celulares de linfoma no Hodgkin, para lo que se utilizaron RNAs pequeños de interferencia 
dirigidos específicamente a este gen. Los resultados que obtuvimos estaban en congruencia con 
los encontrados con la sobreexpresión de HGAL: su silenciamiento disminuía la fosforilación de 
las proteínas Syk, Btk y PLCγ2 junto con la de componentes de la vía de señalización MAPK/ERK, 
en concreto ERK y p38. Al mismo tiempo, se vieron afectados los niveles de calcio movilizado, que 
fueron menores respecto a controles, lo que ocurría también con los factores de transcripción 
NFAT y NK-κβ (que en condiciones normales resultan activados tras la estimulación del receptor 
de linfocitos B).  
Como hemos dicho anteriormente, HGAL consta de dominios ITAM, susceptibles de ser 
fosforilados. Quisimos, pues, estudiar, si la proteína Syk, la cual se une específicamente a 
dominios ITAM fosforilados, era capaz de interactuar con nuestra proteína de interés, HGAL. Los 
resultados mostraron que ambas proteínas interactuaban de forma directa a través de los 
dominios SH2 de la proteína Syk y los 79 primeros aminoácidos de la proteína HGAL. No sólo 
interactuaban ambas proteínas, sino que además HGAL era capaz de unirse a Syk y estimular su 
actividad quinasa, función que hasta la fecha no había sido descrita. Demostramos así que la 
proteína adaptadora HGAL regulaba la señalización del BCR por unión directa y activación de Syk. 
Para estudiar más a fondo el papel de HGAL y con el objetivo de explorar su posible papel 
en la génesis de linfomas, generamos un modelo de ratón, en el que se dirigía la expresión de 
HGAL al compartimento de célula madre hematopoyética.  Los resultados presentados en esta 
memoria demostraron que la expresión de HGAL en estas células generaba en el ratón hiperplasia 
linfoide, un mayor tamaño de sus placas de Peyer, hipergammaglobulinemia policlonal y un 
incremento de la proliferación de células B en respuesta a la estimulación del BCR, lo que 
culminaba en amiloidosis sistémica de tipo AA. Además, los linfocitos B de ratones transgénicos 
Sca1-HGAL, tenían una mayor activación de la proteína Syk y de la señalización de RhoA, 
  
   




sugiriendo que el modelo animal recapitulaba los efectos biológicos de la proteína HGAL en 
células B humanas.  
2.2. Modelo Rosa26HGAL para el estudio de la célula de origen en la 
linfomagénesis mediada por HGAL 
Los resultados obtenidos con ratones Sca1-HGAL sugerían que la expresión de HGAL en células 
stem/progenitoras era suficiente para desarrollar la patología linfoide. Sin embargo, estas 
observaciones no descartaban que la hiperplasia linfoide pudiera producirse por una expresión 
transitoria de HGAL en estadios más tardíos de la diferenciación B.  
Con el fin de descartar esta posibilidad, desarrollamos una estrategia genética diferente y 
complementaria que nos permitía estudiar si la célula de origen condicionaba la patología 
vinculada a la expresión de HGAL. Para ello generamos el modelo Rosa26HGAL, donde pudimos 
estudiar el impacto de la célula de origen en la linfomagénesis mediada por HGAL. Así, estos 
ratones fueron cruzados con distintos ratones Cre-recombinasa, que permitían el inicio y 
mantenimiento de la expresión en células madre hematopoyéticas (modelo Sca1-Cre), en células 
en estadio pro-B (modelo mb1-Cre) y en linfocitos B del centro germinal (modelo Aid-Cre), 
respectivamente. 
Todos los modelos fueron validados para analizar si la expresión de HGAL, efectivamente, 
era específica de las poblaciones celulares indicadas. Más adelante, quisimos estudiar el papel de 
la proteína HGAL en el control de la reacción del centro germinal ya que, es en esta población 
celular, donde inicialmente fue identificada su expresión mediante arrays82. Así, encontramos que 
los ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre exhibían un mayor número de centros germinales de mayor 
tamaño y con una fuerte expresión de HGAL en comparación con el resto de grupos analizados, 
sugiriendo en un primer momento, que la expresión de HGAL restringida a centro germinal influía 
en la formación de los mismos. En el momento presente, estamos estudiando los mecanismos 
moleculares responsables de este fenotipo. 
Seguidamente, y con el objetivo de analizar si los 3 modelos (Rosa26HGAL/Sca1-Cre, 
Rosa26HGAL/Aid-Cre y Rosa26HGAL/mb1-Cre), presentaban un desarrollo hematopoyético normal, 
caracterizamos las principales poblaciones celulares por citometría de flujo y por estudios 
anatomopatológicos, encontrando que la expresión de HGAL no influía en el desarrollo linfoide ni 
mieloide con independencia de dónde se iniciara su expresión. El seguimiento de los ratones, 
puso de manifiesto, que los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre desarrollaban linfomas B con una 
mayor incidencia. Sin embargo, los ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre presentaban linfomas B 
ocasionalmente y los ratones Rosa26HGAL/mb1-Cre no desarrollaban la patología (ver Figura 60 de 
resultados).  Estas observaciones sugerían que la expresión de HGAL en la célula stem 
  
  




hematopoyética era la más eficiente en la generación de linfomas B, en congruencia con la 
hipótesis de la reprogramación tumoral en células madre. Actualmente, estamos definiendo la 
naturaleza molecular de dichos linfomas con el fin de ver si recapitulan la patología humana. 
2.3. El ratón Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 como modelo de reprogramación 
tumoral en la génesis de T-ALL 
Todos los resultados que avalan la hipótesis de la reprogramación tumoral en células madre, no 
permiten aclarar si este mecanismo sería un driver seleccionando de manera natural entre células 
que expresan y no expresan concomitantemente el oncogén. Con el  fin de explorar esta 
posibilidad, utilizamos un modelo de ratón basado en Lmo2 y en la génesis de leucemia 
linfoblástica T aguda (T-ALL). 
 El desarrollo linfoide T en mamíferos es un proceso complejo finamente regulado por 
numerosos genes y factores de transcripción que comienza en la médula ósea o hígado fetal, 
donde precursores multipotentes migran al timo para diferenciarse a distintos tipos celulares. Son 
los denominados ETPs, que se diferenciarán de dobles negativos (carecen de los correceptores 
CD4 y CD8) a dobles positivos y positivos simples a través del microambiente del timo que aporta 
una combinación de ligandos de receptores y factores de crecimiento necesarios para el desarrollo 
linfoide T, entre los que NOTCH, DLL1 y DLL4 son los más importantes [Figura 1]. 
Durante este proceso finamente regulado, tiene lugar el reordenamiento de los genes VDJ 
que conformarán el TCR o receptor de linfocitos T. Pero, en ocasiones, durante el desarrollo 
linfoide T tienen lugar alteraciones, como son translocaciones que involucran genes del TCR o la 
desregulación de NOTCH1 que conducen a la génesis de leucemias y más concretamente, de 
leucemias linfoblásticas T. Éstas, por tanto se generan en humanos por alteraciones 
cromosómicas, deleciones o mutaciones inactivantes de genes en estadios celulares precursores 
de linfocitos T y todas las células que conforman el tumor, portan dichas alteraciones.  
En el caso concreto de las leucemias T provocadas por el gen LMO2, éste además de 
expresarse de forma aberrante en T-ALL por la translocación cromosómica t(11;14) (p13;q11)83,  
lo hace por la translocación t(7;11)(q35;p13) y puede activarse también como consecuencia de la 
deleción, del(11)(p12-p13)326 o por integración retroviral en tratamientos de pacientes con 
síndrome SCID-X1327 [Figura 1]. 
En este trabajo de tesis, generamos ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2, dónde la 
expresión del gen Lmo2 se iniciaba en células madre hematopoyéticas gracias al promotor Sca1, 
dando lugar a un mosaico celular en el timo, de manera que unas células expresaban el oncogén 
Lmo2 y otras, no.  
  
   


















Figura 1. Representación esquemática del desarrollo linfoide T normal y patológico. A) El desarrollo linfoide T normal 
comienza en la médula ósea con células denominadas ETPs que migran al timo y se diferencian a dobles negativos (DN) 
que pasan por distintos estadios de diferenciación (según la expresión de los marcadores CD44 y CD25) y a su vez 
generan linfocitos CD4 CD8 dobles positivos (DP) y linfocitos T CD4 o CD8. B) Durante el proceso de linfomagénesis T en 
humanos ocurren diversas alteraciones genéticas en células precursoras, como son las translocaciones t(11;14) (p13;q11) 
y t(7;11)(q35;p13) que conducen a la sobreexpresión del gen LMO2. Como consecuencia se produce un acúmulo 
patológico de linfocitos arrestados en distintos estadios de diferenciación T (núcleo de color rojo) con un inmunofenotipo 
variable, aunque generalmente CD4+CD8+. C) La integración retroviral en tratamientos de pacientes con síndrome SCID-X1 
transplantados con células madre hematopoyéticas es otro mecanismo de activación de LMO2 que conduce a la génesis 
de T-ALL con un inmunofenotipo generalmente inmaduro CD4-CD8- o CD8-. 
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Este modelo fue ideal para estudiar la selección clonal de células Lmo2 positivas o Lmo2 
negativas durante el proceso de linfomagénesis. Los ratones jóvenes presentaron ya estrés 
oncogénico en sus timos y, alteraciones en el desarrollo linfoide T, con una disminución en el 
porcentaje de los linfocitos T doble positivos, a expensas de un incremento en el resto de estadios 
de diferenciación.  
El seguimiento de los ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2, puso de manifiesto que a 
partir de los pocos meses de edad (especialmente a partir de los 6 meses), comenzaban a 
presentar signos de enfermedad, caracterizados por caquexia, lentitud de movimientos, frecuencia 
respiratoria incrementada y piloerección. Un total de 22 ratones desarrollaron leucemia 
linfoblástica aguda T, que se parecía a la leucemia humana en patología, lesiones genómicas y 
huella transcripcional. Así, los ratones exhibieron timomas y sucumbieron a una forma altamente 
diseminada de T-ALL caracterizada por un inmunofenotipo CD8 o CD4 o doble positivo CD4 CD8, 
al igual que la leucemia T humana provocada por la sobreexpresión de LMO2326,437,438. 
Las secciones histológicas de timo contaron con una apariencia de imagen en cielo 
estrellado, típica de tumores altamente proliferativos y las células tumorales eran positivas para los 
marcadores CD3 y TdT, consistente con una leucemia de tipo T-ALL. Además, todos los órganos 
estaban infiltrados por las células tumorales, como mostraron los resultados de citometría de flujo 
y anatomopatológicos.  
El análisis genómico por CGH de las células leucémicas puso de manifiesto, que los 
ratones con T-ALL presentaban alteraciones secundarias cromosómicas similares a las de la T-
ALL humana, como son la pérdida de los supresores tumorales Cdkn2a/b y Bcl11b286,294 o la 
amplificación de Myc267,303. 
Además, para explorar la relevancia de nuestros hallazgos en la leucemia humana, 
analizamos la huella transcripcional de células tímicas de ratones con T-ALL mediante microarrays. 
Así, hallamos hasta 6199 genes diferencialmente expresados en ratones enfermos respecto a 
controles, algunos de los cuales habían sido ya descritos en leucemias T-ALL humanas. Es el 
caso de los genes Notch1, Myc, Dtx1, Cdk4 o Bmi1, que se hallaban upregulados en muestras 
tumorales respecto a controles. Consistentemente, la expresión de los supresores tumorales 
Fbxw7, Pten, Cyld y Cdkn1b se encontraba reducida en células tímicas de ratones Sca1-





   




Tabla 1. Resumen de las alteraciones genéticas y el inmunofenotipo de las leucemias humanas provocadas por la 
sobreexpresión de LMO2 y de los modelos murinos que sobreexpresan dicho oncogén, incluido nuestro modelo 
Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2. 
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Los análisis de enriquecimiento GSEA mostraron que las muestras tumorales de ratones 
Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 se hallaban enriquecidas en huellas típicas de células madre 
embrionarias, pluripotencia y dianas del gen Myc, consistente con lo descrito en otros cánceres.   
Este modelo Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 ha sido, por tanto, el primero en mimetizar tanto el 
inmunofenotipo como la citogénetica y la firma molecular de la T-ALL humana provocada por 
LMO2 [Tabla 1].  
  
  




En la actualidad, existen numerosos modelos murinos que tratan de mimetizar la leucemia 
linfoblástica aguda T humana. En el caso de modelos basados en Lmo2, como son los que usan 
los promotores de la metalotioneína 1 o el promotor CD2379,380se generan patologías proliferativas 
con características de la T-ALL humana, cuyas células tumorales expresan de forma constitutiva el 
gen Lmo2, pero su fenotipo no concuerda con el normalmente observado en la T-ALL humana 
[Figura 2]. 
En nuestro modelo de ratón, la expresión de Lmo2 era iniciada en célula madre 
hematopoyética mediante el uso del promotor del gen Sca1, pero a lo largo de la diferenciación T 
había células que expresaban el oncogén y células que no, siendo un modelo ideal para ver si se 
seleccionaba el tumor stem cell reprogramming [Figura 2]. Sorprendentemente, en todos los 
ratones que desarrollaban T-ALL, sólo los progenitores T que carecían de la expresión de Lmo2 
eran clonalmente seleccionados y transformados y, por tanto, todas las células tumorales carecían 
de la expresión de Lmo2 [Figura 2]. Además, el papel esencial del timo en esta selección, se puso 
de manifiesto en los ratones leucémicos Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 nu/nu cuyas células 
tumorales expresaban el oncogén Lmo2. Actualmente, estamos estudiando porqué una célula T 
que no expresa Lmo2 se transforma preferentemente frente a una célula que sí lo expresa. 
Estos resultados sugieren por primera vez que la expresión temprana del oncogén Lmo2 
en células madre o progenitoras puede inducir T-ALL no requiriéndose su presencia en las células 
tumorales diferenciadas. Por tanto, podemos decir que el fenotipo de célula T tumoral se 
selecciona a través de un mecanismo de reprogramación donde no se requiere de la expresión de 
Lmo2. Así, nuestro modelo de Lmo2 no sólo era capaz de reproducir la enfermedad T-ALL 
humana a través de una diferenciación de células stem/progenitoras a un fenotipo T maligno, sino 
que además era la primera evidencia de un proceso aún no modelado de tumorogénesis donde la 










   




























Figura 2. Representación esquemática de los modelos murinos de T-ALL basados en Lmo2. A) El modelo murino 
CD2-Lmo2 sobreexpresa el gen Lmo2 a partir de estadio DN4, de manera que todas las células T sobreexpresan el 
oncogén. Estos ratones acumulan linfocitos T en estadio DN aunque los autores afirman que los tumores son 
fundamentalmente CD45R+CD3+. B) El modelo Metalotioneína-1-Lmo2 sobreexpresa Lmo2 en todos los tejidos, pero los 
autores no aclaran en qué estadio progenitor T se inicia la expresión del oncogén. Se sabe, sin embargo, que este 
promotor no se expresa en célula T de forma normal.  Los ratones acumulan linfocitos T en estadio DN y desarrollan 
tumores T con gran variedad de inmunofenotipos. C) El modelo de ratón Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 inicia la expresión 
del oncogén en HSC. El ratón preleucémico es capaz de generar todos los estadios de diferenciación T, los cuales pueden 
expresar o no el oncogén Lmo2. Sin embargo, aquellos ratones cuyos progenitores linfoides T carecen de la expresión de 
Lmo2  son clonalmente seleccionados y dan lugar a una masa de células tumorales en distintos estadios de diferenciación 
(CD4+ CD8+ o  CD4+ o CD8+)  que carecen de la expresión del oncogén. 
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3. IMPLICACIONES DE LA TEORÍA DEL TUMOR STEM CELL 
REPROGRAMMING EN LA BIOLOGÍA Y EL TRATAMIENTO DEL 
CÁNCER 
La principal consecuencia terapéutica de estos hallazgos es que si el cáncer ocurre a través de un 
mecanismo de reprogramación tumoral, los oncogenes que inician la formación del tumor son 
dispensables para la progresión y la supervivencia tumorales. Así, las mutaciones que activan los 
oncogenes tienen una fuerza conductora en el mecanismo de reprogramación pero actúan como 
mutaciones pasajeras. Son mutaciones secundarias las que ocurren en el pool de células 
tumorales las que las confieren una ventaja de supervivencia frente al resto de las células6.  
Análogamente a lo que ocurre en la reprogramación fisiológica71, en la reprogramación 
tumoral, se establecería lo que se denomina una “memoria epigenética”: esto es, la retención de 
propiedades transcripcionales o características en la cromatina que se iniciarían en una célula de 
partida, la cancer cell-of-origin y se mantendrían en las células tumorales tras el mecanismo de la 
reprogramación444. Se ha demostrado ya la existencia de la memoria epigenética en células 
plasmáticas tumorales como resultado de un mecanismo de reprogramación en células madre por 
el oncogén MafB44. Similar a la generación de las iPSC, este trabajo demuestra que son las 
modificaciones epigéneticas y no las genéticas, las necesarias en primera instancia para la 
generación de la masa tumoral. Además, en el inicio del tumor, se ha demostrado ya que las 
mutaciones (o las alteraciones epigenéticas) en poblaciones de células madre normales dan lugar 
a tumores con una mayor probabilidad que si las alteraciones ocurrieran en otro tipo celular63,445. 
En la progresión del cáncer, nuevas alteraciones en la cromatina de las células tumorales las 
podría reconvertir en nuevas poblaciones celulares como por ejemplo células madre cancerígenas 
con un mayor potencial tumorogénico y maligno446. 
La teoría de la reprogramación tumoral en células madre abre nuevas esperanzas en el 
tratamiento contra el cáncer, pues las modificaciones epigenéticas pueden ser borradas, 
manipuladas o reiniciadas [Figura 3]. Como mencionamos en la introducción, ya se ha 
comprobado que la incorporación de agentes epigenéticos es efectiva en el tratamiento de 
leucemias pediátricas resistentes a la quimioterapia o que en el cáncer de mama resistente a los 
inhibidores de aromatasa puede reprogramarse epigenéticamente el gen HOXC10 para bloquear o 
retrasar esta resistencia81,447.  
 
  
   





Figura 3. Representación esquemática de la terapia anticancerosa basada en el modelo de reprogramación tumoral 
en células madre. A) Los fármacos actuales antioncogénicos están diseñados para combatir la masa de células 
diferenciadas que conforman el tumor. B) La terapia basada en la reprogramación tumoral se basa en modificar el estado 
epigenético anormal que establece un oncogén en una célula madre o progenitora y reconvertirla en una célula madre 
sana.  
Adaptada de Vicente-Duenas, C., Romero-Camarero, I., Cobaleda, C. & Sanchez-Garcia, I. Function of oncogenes in cancer development: a 
changing paradigm. The EMBO journal 32, 1502-1513 (2013)6. 
 
 
El trabajo presentado en esta tesis doctoral replantea, por tanto, la forma clásica de 
enfocar el cáncer, donde la célula origen del mismo pasa a tener un rol central y el oncogén 
ejercería ahora un papel más secundario.   Nuestros hallazgos tienen importantes implicaciones 
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1- La proteína HGAL incrementa la señalización del receptor de linfocitos B (BCR) por unión 
directa y activación de la proteína quinasa SYK. Dicha interacción tiene lugar entre los 79 
primeros aminoácidos de la proteína HGAL y los dominios SH2 de SYK. 
2- La expresión restringida de HGAL a células madre/progenitoras hematopoyéticas de ratón 
da lugar a hiperplasia linfoide B policlonal, hipergammaglobulinemia y amiloidosis del tipo 
AA. Estos datos relacionan por primera vez a HGAL con la génesis de linfomas B. 
3- La célula de origen condiciona la génesis de linfomas vinculados a la expresión de HGAL. 
Así, el linfoma B se desarrolla fundamentalmente cuando la expresión de HGAL se inicia 
en la célula madre hematopoyética. 
4- La expresión restringida de Lmo2 a células madre/progenitoras hematopoyéticas da lugar 
a una leucemia linfoblástica T aguda similar a la patología humana. La selección clonal 
llevada a cabo dentro del timo permitió identificar que la reprogramación tumoral es un 







































   
   
 











               


































   









MATERIAL Y MÉTODOS 
1. GENERACIÓN DE RATONES MODIFICADOS GENÉTICAMENTE 
QUE SOBREEXPRESAN HGAL Y LMO2 BAJO EL CONTROL DEL 
PROMOTOR SCA1 (PLY-6E.1) 
1.1. Generación del vector Sca1-HGAL 
1.1.1. Clonación del cDNA de HGAL bajo el promotor del gen Sca1 
El vector pLy6E.1 (cedido por Elaine Dzierzak a nuestro laboratorio)448-451 que contiene el promotor 
del gen Sca1 de ratón fue digerido (2µg de DNA) con 20U de la enzima de restricción ClaI (Ref. 
R0197S, New England BioLabs) en un buffer casero (10X Carlos buffer: 330mM tris acetato pH 
7,5, 100mM acetato de magnesio, 660mM acetato de potasio, 1mg/mL BSA; 3mM espermidina y 
1mM DTT) durante 5horas a 37ºC. Tras la linealización del vector, la enzima de restricción se 
inactivó a 65ºC durante 30 minutos y 5 minutos en hielo. Para generar extremos romos, el DNA 
digerido conteniendo  extremos 5´sobresalientes se trató con 2U del fragmento Klenow de la DNA 
polimerasa I (Ref. 10746422, Roche) en presencia de 4uL de dNTPs 2mM (Incubación de 30 
minutos a temperatura ambiente, blunt-ends). La inactivación de la polimerasa se llevó a cabo 
mediante incubación a 65ºC durante 30 minutos. 
 
El cDNA humano de HGAL junto con el epítopo V5 fue extraído de su vector de origen 
pLPCX-HGAL-V5  mediante digestión de 5µg del mismo con 50U y 12,5U de las enzimas EcoRI 
(Ref. R0101S, New England BioLabs) y ClaI, respectivamente, durante 2 horas a 37ºC. Tras la 
inactivación de ambas, se generaron extremos romos de igual forma que con el vector que 
contiene las secuencias reguladoras del gen Sca-1. La digestión se corrió en un minigel de 
agarosa (Invitrogen, Ref.15510-027) al 0,8% en TBE buffer1X (89mM Tris, 89mM ácido bórico, 
2mM EDTA, pH 8,3) y el fragmento correspondiente a HGAL-V5 fue purificado del minigel 
mediante un kit comercial (Ref. 1020110200, Invisorb, Spin DNA Extraction Kit). La técnica de 
electroforesis será descrita con más detalle en el apartado 1.4.1.3. 
  
   




La secuencia del cDNA humano de HGAL-V5 fue introducida en el sitio ClaI del vector 
pLy6E.1 (20 ng del mismo) mediante una reacción de ligación (relación 7:1 fragmento:vector) en 
presencia de 400U de la enzima T4 DNA ligasa (Ref. M0202S, New England Biolabs) y su buffer 
comercial que contiene ATP (Ref. B0202S, New England Biolabs). Tras incubar esta mezcla de 
ligación 2 horas a temperatura ambiente y durante 16 horas a 16ºC, se utilizaron 5µL de la misma 
para transformar bacterias competentes y seleccionar las colonias portadoras del inserto. 
1.1.2. Transformación plasmídica  
Para la transformación plasmídica se usó la cepa DH5α de Escherichia coli previamente tratada, 
según se describe en452, para hacerla competente. Se incubaron 200µL de bacterias DH5α 
competentes con 5µL de la reacción de ligación durante 30min en hielo. Posteriormente, la 
reacción fue sometida a un choque térmico de 42ºC durante 2 min para permitir la entrada del 
DNA plasmídico por los poros de la membrana bacteriana, y las bacterias fueron crecidas durante 
30 min a 37ºC con 400µL de medio líquido 2XYT (1,6% triptona, 1% extracto de levadura, 0,5% 
cloruro sódico). 
 
Las bacterias transformadas se sembraron en placas de LB agar (1% agar (Ref- 401792, 
Panreac) ; 1% triptona (Ref. LP0042, Oxoid); 0,5% extracto levadura (Ref. 212750, Difco), 1% 
NaCl (Ref. 1-06404-5000, Millipore), ajustado a pH: 7,4) suplementadas con 100µg/mL de 
Ampicilina (Ref. A9518-5G, Sigma) para seleccionar aquellas células que habían incorporado el 
vector. Las placas fueron incubadas a 37ºC durante 16 horas. 
1.1.3. Selección de las colonias con inserto  
Para la selección de colonias bacterianas que incorporaron el cDNA de HGAL se usó la técnica de 
búsqueda rápida o turboscreening453. Este método consiste en un paso previo de lisis bacteriana, 
desnaturalización del DNA y fijación del mismo a membranas.  
 
Más detalladamente, las colonias de las placas se transfirieron a membranas de nylon 
(Ref. RPN 82 N, GE Healthcare) durante 2 minutos y se lisaron las bacterias depositando las 
membranas durante 2 minutos sobre papel Whatman (Ref. 1440-185, GE Healthcare Life 
Sciences) embebido en solución 2X SSC (0,3M NaCl, 30mM citrato trisódico, pH 7,0) 5% SDS, 
precalentada a 65ºC. Las membranas, secadas durante un minuto en el microondas, fueron 
tratadas con una fuente de luz UV de 312nm durante 20 segundos (UV Stratalinker 2400, 
Stratagene) con el fin de unir covalentemente el DNA a la membrana (crosslinking). Las 
membranas fueron hibridadas con una sonda radiactiva que reconocía  la secuencia del fragmento 
incorporado o parte del mismo, permitiendo la identificación de las colonias positivas para nuestra 
  
   






La hibridación del DNA unido a la membrana se realizó en tres etapas: 
 
a.- Prehibridación, cuya finalidad es bloquear la hibridación no específica del DNA a la 
membrana. Para ello, se incubó la membrana durante 2 horas a 65ºC en agitación constante en 25 
mL de solución de prehibridación (3X SSC (0,9M NaCl; 90mM citrato sódico dibásico, pH 7); 0,1% 
SDS; 1x solución de Denhardt’s (0,2 mg/mL polivinilpirrolidona (Sigma); 0,2mg/mL seroalbúmina 
bovina (Sigma); 0,2 mg/mL Ficoll 400 (Amersham Pharmacia Biotech)); 5% sulfato dextrano y 
10mg/mL de DNA heterólogo sonicado y desnaturalizado (Sigma)). 
 
b.- En la etapa de hibridación se añadió a la mezcla de prehibridación una sonda de DNA 
marcada radiactivamente, correspondiente a parte de la secuencia del gen HGAL de ratón. En 
concreto, el vector original (5µg) que contenía el cDNA de HGAL, fue digerido con 50U y 25U de 
las enzimas EcoRI y NotI (Ref. R0189S, New England Biolabs) durante 2 horas a 37ºC y el 
fragmento resultante de la digestión, purificado mediante electroforesis en minigel de agarosa 
como ha sido descrito anteriormente. 
 
El marcaje radiactivo se llevó a cabo mediante el uso del radionucleótido [α32P]-dCTP y el 
sistema DNA labelling Beads (-dCTP) (Ref. 27-9240-01, GE Healthcare). La reacción de marcaje 
se realizó a 37ºC durante 20 minutos y se emplearon aproximadamente 50ng de sonda diluida en 
TE 1X con 2µL de [α32P]-dCTP (3000 Ci/mmol). 
La sonda radiactiva se purificó mediante centrifugación en columnas (Ref. 27-5120-01, GE 
Healthcare) durante 2 minutos a 3000 rpm. Los nucleótidos y hexanucleótidos libres quedaron 
retenidos en la columna, mientras que la sonda marcada se recuperó en la solución de elución. La 
eficiencia de la reacción y cantidad de sonda marcada se midió con un contador Geiger. La 
hibridación se realizó a 65ºC durante 3 horas con la sonda marcada radiactivamente y 
previamente desnaturalizada durante 5 minutos a 100ºC. 
 
c.- La membrana ya hibridada se lavó tres veces en una solución precalentada a 65ºC de 
1xSSC 0,1%SDS. Esta solución confiere condiciones de alta astringencia y permite, de este modo, 
que la sonda de gran homología y unida inespecíficamente sea eliminada. Tras el lavado, las 
membranas se expusieron en películas autorradiográficas (Super RX, Ref. 47410 08389, Fujifilm) 
durante un tiempo variable de 2 a 24h a –70ºC, en función de la calidad del marcaje, determinado 




   




1.1.4. Obtención del DNA plasmídico y comprobación de la clonación 
Las colonias que incorporaron el cDNA de HGAL fueron inoculadas en 2mL de medio líquido 
2XYT con 200µg de ampicilina y crecidas durante 16 horas a 37ºC. La lisis bacteriana y liberación 
del DNA plasmídico fueron llevados a cabo hirviendo el pellet bacteriano durante 1 minuto en la 
solución STETL (8% sacarosa (Ref. 1.07687.1000, Merck), 5% Triton X-100 (Ref. 9002-93-1 
Sigma), 50mM Tris pH 8,0 (Ref. 1.08382.2500, Merck) 50mM EDTA y 125µg de lisozima) y el DNA, 
precipitado con isopropanol (Merck) y resuspendido en TE y RNAsa.  
 
La comprobación de la inserción del cDNA de HGAL-V5 en el vector pLy6E.1  fue llevada 
a cabo mediante la digestión de 0,5µg de DNA plasmídico recién purificado con la enzima NotI 
durante 1 hora a 37ºC. El producto de la reacción fue cargado en un mini gel de agarosa al 1% y  
se realizó la electroforesis del mismo durante 1 hora a 60V. Finalmente, se realizó la transferencia 
del DNA a una membrana de nylon durante 16 horas y se llevó a cabo la técnica del Southern-Blot 
para corrobar la inserción de nuestro cDNA de interés en el vector pLy6E.1. Dicha técnica será 
descrita en profundidad más adelante.  
 
La obtención del DNA plasmídico a mayor escala fue llevada a cabo mediante la técnica 
Plasmid Midi-Preps.  
Se inoculó colonia única en 100mL de medio 2XYT conteniendo 10mg de Ampicilina y se creció 
durante 16 horas a 37ºC. El pellet bacteriano, precipitado tras centrifugación durante 10 minutos a 
3000 rpm en dos tubos de 50mL, fue lisado mediante la adición de 5mL de una solución fría 
conteniendo 50 mM glucosa (Ref. 1.08337-0250, Merck), 25 mM Tris (pH 8,0) 10 mM EDTA (pH 
8,0) y, 10 mL de SDS alcalino (O,2M NaOH (Ref. 1.06498.1000, Merck) 1%SDS (Ref. 161-0132, 
BioRad)). La neutralización se llevó a cabo con 7,5mL de acetato sódico 3M pH 4,8 de tal manera 
que se precipitó el DNA bacteriano quedando sólo en solución el DNA plasmídico. Éste fue 
precipitado en 20mL de isopropanol y disuelto en 5mL de TE. El RNA de alto peso molecular fue 
eliminado mediante su precipitación con 5mL de 5M LiCl (Ref. 103743E, BDH) y el DNA 
plasmídico fue precipitado de nuevo en 10mL de isopropanol y disuelto en 850µL de TE. La 
eliminación del RNA contaminante restante fue llevada a cabo mediante la incubación durante 
15minutos a 37ºC con 4µL de RNAsa a 10mg/mL y el DNA plasmídico reprecipitado de nuevo con 
medio volumen de 2,5M NaCl/20%PEG.  
 
Finalmente, el DNA plasmídico resuspendido en 500µL de TE fue purificado y limpiado 
mediante extracción fenol-cloroformo: extracción con 1 volumen de fenol (500µL) (Invitrogen), 
después con 1/2 volumen de fenol (250µL) y 1/2 volumen de cloroformo (250µL) (Merck) y, 
posteriormente, con 1 volumen de cloroformo (500µL). A continuación se pasó la fase acuosa 
(superior) a dos volúmenes de etanol absoluto (1mL) (Merck), y, tras precipitar el DNA plasmídico 
mediante centrifugación a temperatura ambiente durante 5 min a 13.000 rpm, se limpió con 1/2 
  
   




volumen de etanol al 70% (500µL) para eliminar las sales, y se resuspendió finalmente en 250-
500µL de MPW (Millipore Water). 
 
La construcción generada fue comprobada mediante secuenciación automática en el 
Servicio de Secuenciación del DNA de la USAL entregando entre 400 y 600ng del DNA 
plasmídico . Se  usaron los siguientes oligonucleótidos o cebadores:  
* Oligo 5´ClaI-F1: 5´GTA CTT CAG TCC ACA TCT GAC 3´ 
* Oligo 5´ClaI-R1: 5´CAG CTC TTC CTT CCT AAT CC 3´ 
1.2. Generación del vector Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 
1.2.1. Clonación del cDNA de Lmo2 en el vector pBluescript tdTOMATO IRES 
El cDNA codificante de la proteína fluorescente roja de Discosoma sp.,  tdTOMATO454,455  fue 
digerido del vector comercial pCMV-tdTOMATO (Ref. 632534, Clontech) mediante digestión de 
5µg del mismo con 25U de NotI y 12,5U de NheI (Ref. R0131S, New England BioLabs) durante 3 
horas y media a 37ºC. Se generaron extremos romos y se purificó el fragmento mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8%.  
 
La secuencia IRES, del inglés, Internal ribosome entry site, procedente de diversos virus, 
permite la expresión simultánea de varios cDNAs exógenos incorporados en un mismo vector456. 
Este fragmento génico fue digerido de su vector original (5µg) pBluescript II KS(+) con 12,5U de 
ClaI y 50U de EcoRV (Ref. R0195S, New England BioLabs). Tras la inactivación de los enzimas 
durante una hora a 37ºC, se generaron extremos romos y se purificó el fragmento mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. 
 
El cDNA murino de Lmo2, de 1,4kb de tamaño , fue extraído de su vector de origen 
pMR2A12N325 mediante digestión de 5µg del mismo con 50U del enzima NotI durante 2 horas a 
37ºC y, tras la inactivación de la enzima de restricción, se generaron extremos romos. La digestión 
se corrió en un minigel de agarosa al 0,8% en TBE buffer1X  y el fragmento correspondiente a 
Lmo2 fue purificado del minigel mediante un kit comercial (Ref. 1020110200, Invisorb, Spin DNA 
Extraction Kit). 
 
Los cDNAS de tdTOMATO y Lmo2 así como la secuencia IRES fueron introducidos en los 
sitios SpeI, EcoRI y BamHI del vector comercial pBluescript II KS(+), respectivamente, de manera 
sucesiva.  Para ello, el vector fue digerido con 80U de EcoRI, 40U de SpeI (Ref. R0133S, New 
England BioLabs) y 80U de BamHI (Ref. R0136S, New England BioLabs) y tras la linealización, se 
inactivaron los enzimas, se hicieron los extremos del DNA resultantes, romos y se inactivó el 
  
   




enzima Kleenow. (descrito anteriormente en el apartado 1.1.1.) Se incorporaron los distintos 
insertos en sucesivos pasos de ligación, transformación plasmídica, selección de colonias con 
inserto y obtención del DNA plasmídico a mayor escala (descrito anteriormente).   
 
La comprobación de la inserción de los cDNAs de tdTOMATO, Lmo2 y el fragmento IRES 
en el vector pBluescript II KS(+)  fue llevada a cabo mediante la digestión de 0,5µg de DNA 
plasmídico recién purificado con los enzimas EcoRI y NotI; BamHI y KpnI (Ref. R0142S, New 
England BioLabs), respectivamente, durante 1 hora a 37ºC. El producto de la reacción fue cargado 
en un mini gel de agarosa al 1% y  se realizó la electroforesis del mismo durante 1 hora a 60V.  
1.2.2. Clonación de la secuencia tdTOMATO-IRES-Lmo2 bajo el promotor del gen Sca1 
La secuencia tdTOMATO-IRES-Lmo2 fue digerida de su vector pBluescript II KS(+)  mediante 
digestión de 5µg del mismo con 50U y 25U de las enzimas  EcoRV y NotI durante 5 horas a 37ºC 
y, tras la inactivación de ambas a 70ºC durante una hora, se generaron extremos romos. La 
digestión se corrió en un minigel de agarosa al 0,6% en TBE buffer1X y el fragmento fue purificado 
del minigel. 
 
La secuencia tdTOMATO-IRES-Lmo2 fue introducida en el sitio ClaI del vector pLy6E.1  
(20 ng del mismo) mediante una reacción de ligación (relación 7:1 fragmento:vector) en presencia 
de 400U de la enzima T4 DNA ligasa y su buffer comercial. Tras incubar esta mezcla de ligación 2 
horas a temperatura ambiente y durante 16 horas a 16ºC, se utilizaron 5µL de la misma para 
transformar bacterias competentes y seleccionar las colonias portadoras del inserto. 
 
Tras purificar el DNA plasmídico correspondiente a la construcción pLy6E.1- tdTOMATO-
IRES-LMO2, se comprobó mediante digestión de 0,5µg  del mismo con BamHI y electroforesis en 
gel de agarosa. Finalmente, se realizó la transferencia del DNA a una membrana de nylon durante 
16 horas y se llevó a cabo la técnica del Southern-Blot para corrobar la inserción de nuestros 
cDNA de interés en el vector pLy6E.1 mediante el uso de una sonda radiactiva correspondiente al 
fragmento tdTOMATO marcado con α32P.  
 
La construcción generada fue comprobada mediante secuenciación automática en el 
Servicio de Secuenciación del DNA de la USAL entregando entre 400 y 600ng del DNA 
plasmídico . Se  usaron los siguientes oligonucleótidos o cebadores:  
* Oligo 5´ClaI-F1: 5´GTA CTT CAG TCC ACA TCT GAC 3´ 




   




1.3. Generación del vector CTV-HGAL 
El vector CTV (del inglés CAG-STOP-EGFP-ROSA TV, también llamado CAG-SERTV-7) se basa 
en el  Locus Rosa26 del cromosoma 6 murino, usado para la generación de ratones knock-in403. El 
vector CTV fue creado tras la modificación del vector pRosa26-1, del Dr. Philippe Soriano del 
centro de investigación “Fred Hutchinson Cancer”404. Contiene el promotor del citomegalovirus, 
“CAG”; un casete de resistencia a neomicina “Neo”; una secuencia de paro “STOP” flanqueada 
por dos sitios LoxP, susceptibles de ser eliminados por una recombinasa Cre (sistema derivado 
del bacteriófago P1). Posee además,  una secuencia IRES que permite la coexpresión del gen 
codificante de la proteína fluorescente verde GFP con el gen de interés, ambos flanqueados por 
dos sitios “frt”, susceptibles de ser eliminados por la enzima recombinasa Flp y, finalmente, una 
cola poliA “pA”405  (Ver "Addgene plasmid 15912"). 
El sitio de restricción AscI se usa para la inserción del gen de interés. Para prevenir la 
transcripción de dicho gen y de GFP, ambos están precedidos de la secuencia de paro “STOP”. 
En la ausencia de una Cre recombinasa, ni el gen de interés ni GFP se expresan. Sólo la 
eliminación de la secuencia STOP por esta enzima permitirá la expresión de ambos. El control 
espacio-temporal de la expresión del gen de interés es posible gracias a la presencia de una Cre 
recombinasa específica de tejido. Se puede además monitorizar la expresión del gen particular 




Figura 1. Representación esquemática del vector utilizado para la generación de los ratones Rosa26HGAL. El vector 
CTV se utilizó para la generación de los ratones knock-in Rosa26HGAL. Contiene el promotor del citomegalovirus “CAG”; un 
casete de resistencia a neomicina “Neo”; una secuencia de paro “STOP” flanqueado por dos sitios LoxP,  una secuencia 
IRES que permite la coexpresión de GFP con el gen de interés, ambos flanqueados por dos sitios “frt” y, una cola poliA 
“pA”. El gen de interés, en este caso HGAL, fue introducido en el sitio de restricción AscI, entre la secuencia STOP y la 
secuencia IRES. 
El fragmento HGAL_V5_6xHis fue extraído de su vector de origen 
pcDNA3.1D_HGAL_V5_6xHis mediante digestión de 5µg del mismo con 50U y 25U de las 
enzimas HindIII (Ref. R0104S, New England BioLabs) y XmaI (Ref. R0180S, New England 
BioLabs)  durante 2 horas a 37ºC y, tras la inactivación de ambas, se generaron extremos romos. 
La digestión se corrió en un minigel de agarosa  al 0,8% en TBE buffer1X  y el fragmento fue 
purificado del minigel mediante un kit comercial (Ref. 1020110200, Invisorb, Spin DNA Extraction 
HGAL-v5!
Locus Rosa26 
  Rosa26 “Targeting” Vector CAG!
  
   




Kit). Dicho fragmento fue subclonado en el sitio SacI (Ref. R0156S, New England BioLabs) del 
vector pBluescript II KS(+). Este paso se llevó a cabo para conseguir en la construcción CTV final 
más de 50 nucleótidos entre el sitio AscI del vector CTV y el inicio de la transcripción de la 
secuencia codificante. Del vector pBluescript II KS(+), el fragmento HGAL_V5_6xHis fue obtenido 
por digestión con 50U y 25U de las enzimas HindIII y PmeI (Ref. R0560S, New England BioLabs) 
y se generaron extremos romos. 
 
El vector CTV fue linealizado con 40U del enzima AscI (Ref. R0558S, New England 
BioLabs) durante 5 horas a 37ºC y los extremos se hicieron romos. La secuencia del cDNA 
humano de HGAL fue introducida en el sitio AscI del vector CTV (20ng del mismo) mediante una 
reacción de ligación (proporción molar 3:1 inserto:vector) en presencia de 400U de la enzima T4 
DNA ligasa y su buffer comercial. Tras incubar esta mezcla de ligación 2horas a temperatura 
ambiente y durante 16 horas a 16ºC, se utilizaron 5µL de la misma para transformar bacterias 
competentes y seleccionar las colonias portadoras del inserto. Para la búsqueda de colonias 
positivas se usó el mismo fragmento HGAL_V5_His digerido con PmeI y HindIII. 
 
La comprobación de la inserción del cDNA de HGAL-V5 en el vector CTV fue llevada a 
cabo mediante la digestión de 0,5µg de DNA plasmídico recién purificado con la enzima BamHI 
durante 1 hora a 37ºC. La construcción generada fue comprobada mediante secuenciación 
automática en el Servicio de Secuenciación del DNA del Edificio Departamental entregando entre 
400 y 600ng del DNA plasmídico . Se  usaron los siguientes oligonucleótidos o cebadores:  
 
* Oligo CTV-AscI-SP1-F: 5´ CTG ACA TGG TAA GTA AGC 3´ 
* Oligo CTV-AscI-SP2-F: 5´ GTC TGG ATC TGA CAT GG 3´ 
* Oligo CTV-AscI-SP1-B: 5´ TCG GAA TAG GAA CTT CG 3´ 
* Oligo CTV-AscI-SP2-B: 5´ CTA GAG AAT AGG AAC TTC G 3´ 
1.4. Generación de ratones transgénicos Sca1-HGAL y Sca1-tdTOMATO-
IRES-LMO2 
Con el objeto de generar un modelo murino que expresara el gen HGAL o Lmo2 bajo el promotor 
del gen Sca1 se generaron ratones transgénicos mediante la inyección de las construcciones 
pLy6E.1 HGAL o pLy6E.1 tdTOMATO-IRES-LMO2 en el pronúcleo masculino de huevos 
fecundados (embriones) obtenidos de ratones C57BL/6xCBA empleando técnicas estándar457. 
Para ello, las contrucciones fueron aisladas con BamHI o NotI, respectivamente, mediante  
digestión de 4µg de DNA con 40U/20U de enzima durante 16h y las digestiones fueron sometidas 
a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Las bandas de un tamaño aproximado de 18kb fueron 
purificadas del gel mediante un kit comercial (Ref. 1020110200, Invisorb, Spin DNA Extraction Kit), 
  
   




y el DNA, resuspendido en 30µl de buffer de microinyección (EmbryoMax, Ref. MR-095-F, 
Chemicon International). 
 
Los huevos fecundados se implantaron en una hembra pseudopreñada generándose dos 
líneas de ratones transgénicos Sca1-HGAL: 102A y 102B, y dos líneas transgénicas Sca1-
tdTOMATO-IRES-LMO2: 113A y 113B. 
Las microinyecciones se realizaron en colaboración con el Dr. Manuel Sánchez Martín y la Dra. 
Belén Pintado del servicio de transgénesis del Centro de Investigación del Cáncer de Salamanca y 
del Centro Nacional de Biotecnología de Madrid, respectivamente.Para el análisis de los 
fundadores se utilizó la técnica de Southern-Blot descrita a continuación. 
1.4.1. Análisis genotípico mediante Southern-Blot 
El genotipado de los ratones fundadores y de las diferentes líneas se realizó mediante la técnica 
de Southern-blot, usando el DNA genómico extraído de la cola del ratón y utilizando como sonda 
el cDNA de los genes HGAL o Lmo2. 
1.4.1.1. Aislamiento del DNA total de alto peso molecular 
El DNA total de alto peso molecular de los ratones se obtuvo a partir de un fragmento de cola. El 
tejido fue triturado y digerido en tubos Eppendorf en 500µl de una solución llamada Proteinasa K 
(90% Fornace (0,25M sacarosa; 50mM Tris pH 7,4; 25mM KCl; 5mM MgCl2); 1% SDS; 20mM 
EDTA pH 8; 1µg de Proteinasa K (Ref. 03115887001, Roche)) durante 16 horas a 55ºC.  
Tras la digestión, se realizó una extracción fenol cloroformo añadiendo a la mezcla un 
volumen de fenol y pasando el sobrenadante resultante de la centrifugación durante 5 minutos a 
12000 rpm, a un volumen de cloroformo. La fase acuosa superior resultante de otra centrifugación 
se precipitó en 2 volúmenes de etanol al 100% y se realizó un lavado con etanol al 70% mediante 
centrifugación con 500µl del mismo a 12000rpm durante 5 minutos. Tras una breve centrifugación 
a 13000 rpm y la total eliminación de los restos de etanol, se disolvió el DNA en 50µL-70µL de 
MPW. 
1.4.1.2. Digestión enzimática con endonucleasas de restricción 
Diez µg de DNA se incubaron a 37ºC con 20U de la endonucleasa de restricción EcoRI. Tras 5 
horas de digestión, la reacción fue detenida y los fragmentos obtenidos, separados mediante 
electroforesis en un gel de agarosa. 
 
  
   




1.4.1.3.  Electroforesis del DNA en geles de agarosa 
Los fragmentos obtenidos tras la digestión fueron separados por su tamaño molecular mediante 
electroforesis en geles horizontales de agarosa al 0,8% con tampón TBE 1X. Para ello, a las 
muestras de DNA digeridas se añadieron 7µL de tampón de carga 5X (50% glicerol, 200 mM 
EDTA pH 8, 0,1% azul de bromofenol) y se cargaron en paralelo a las muestras 36µL de un 
marcador de tamaño (mezcla de DNA de fago λ y φX-174 cortados con la endonucleasa HindIII y 
la endonucleasa HaeIII, respectivamente, Ref. 15612-013 y 15611-015, Invitrogen) en tampón de 
carga. 
 
Después de cargar las muestras en el gel, éstas se sometieron durante 14 h a una 
diferencia de potencial de 35 Voltios. Una vez finalizada la electroforesis, el DNA se visualizó 
utilizando bromuro de etidio (0,5µg/mL), que se intercala entre las bases nitrogenadas del DNA 
emitiendo fluorescencia tras la exposición a la luz UV. El gel fue fotografiado con una cámara 
usando el transiluminador Bio-rad Gel Doc 2000 colocando una regla en paralelo, lo que nos 
permite establecer una relación entre la distancia de migración y el peso molecular del marcador 
de tamaño y, por lo tanto, conocer el tamaño de una banda en cualquier punto del gel. 
1.4.1.4. Transferencia e hibridación 
Los fragmentos de DNA separados mediante electroforesis se desnaturalizaron mediante la 
inmersión del gel en una solución alcalina desnaturalizante (1,5M NaCl, 0,5M NaOH) y agitación 
continua a temperatura ambiente durante 45 min. El objetivo es romper los enlaces de hidrógeno 
que unen las dos cadenas y obtener fragmentos de DNA monocatenario. Acto seguido, se 
neutralizó la reacción de desnaturalización con una solución neutralizante (1,5M NaCl; 1M Tris-
HCl pH 7,5) durante 45 min a temperatura ambiente y agitación continuada.  
 
Finalmente, se realizó la transferencia del DNA a una membrana de nylon (Ref. RPN 303-
N, GE Healthcare) durante 16 horas mediante la técnica de Southern-blot, utilizando como tampón 
de transferencia, 20XSSC (6M NaCl, 0,6M citrato sódico dibásico, pH 7.0). Tras la transferencia, y 
con el fin de conseguir una unión covalente del DNA a la membrana, ésta fue sometida a una 
fuente de luz UV de 312nm durante 20 s. (UV Stratalinker 2400, Stratagene). 
 
La hibridación de la membrana con el cDNA de los fragmentos correspondientes a los 
genes de HGAL o Lmo2, marcados con [α32P] dCTP, así como el lavado y la exposición de las 
membranas a películas de autorradiografía se realizó del mismo modo que en el descrito en el 
apartado 1.1.3.  
 
  
   




1.5. Generación de ratones Rosa26HGAL 
1.5.1. Preparación del vector y generación de ratones knock-in 
El vector CTV permite la generación de knock-in mediante la introducción de un cDNA de interés 
en el locus de Rosa26. Los ratones knock-in, a diferencia de los ratones transgénicos, donde la 
integración del DNA transgénico se produce al azar a lo largo del genoma, permiten la 
introducción de un gen particular de interés en un locus concreto en el genoma458.  
Para ello, 150µg de DNA del vector CTV dirigido al locus del gen Rosa26 se digirieron con 
150U del enzima AsiSI (Ref. R0630S, New England BioLabs) durante 16 horas a 37ºC y se 
inactivó el enzima mediante incubación a 80ºC durante 20 minutos. 
El vector fue electroporado en células ES embryonic stem o madre embrionarias de ratón 
para su recombinación homóloga y se aislaron aquellos clones de células ES resistentes a 
neomicina. Se seleccionaron los recombinantes homólogos por PCR, análisis Southern Blot y 
cariotipo y se inyectaron en la masa celular interna de blastocistos de embriones de ratón. Los 
embriones se transfirieron al útero de una hembra pseudopreñada y se generaron quimeras. Éstos 
se cruzaron con ratones C57BL/6 para obtener heterocigotos.  Se estableció así la línea de 
ratones Rosa26HGAL ó 116. 
Las microinyecciones se realizaron en colaboración con la Dra. Belén Pintado del servicio 
de transgénesis del Centro Nacional de Biotecnología de Madrid. 
Para el genotipado de los ratones  se usaron las técnicas de Southern-Blot y PCR descritas a 
continuación. 
1.5.2. Análisis genotípico mediante Southern-Blot y PCR 
La línea Rosa26HGAL (116) se genotipó mediante la combinación de las técnicas de Southern Blot y 
PCR (reacción en cadena de la polimerasa) [Figura 2]. 
Para la primera técnica, descrita en profundidad en el apartado 1.4.1., se usó como sonda 
radiactiva el fragmento “R-A4”, procedente de un plásmido del laboratorio de Stuart Orkin en 
Boston. Se trata de un vector que contiene 4kb de DNA genómico del locus Rosa26 y, mediante 
digestión con EcoRI y PacI, se obtuvo un fragmento de 693pb que se marcó radiactivamente con 
[α32P] dCTP y se usó como sonda para hibridar con el DNA genómico del ratón digerido con 20U 




   







Figura 2. Mapa del alelo Rosa26 modificado presente en ratones Rosa26HGAL. Los ratones Rosa26HGAL fueron 
genotipados mediante la combinación de las técnicas de Southern blot y PCR. Se indican en color morado los 
oligonucleótidos (oIMRO13, oIMR014, GFP-FP2 y GFP-RP1) y en color negro, la sonda R-A4, utilizados para el genotipado 
de los ratones Rosa26HGAL. 
 
 
En paralelo, se aplicaron las técnicas de la reacción en cadena de la polimerasa. A 
continuación se describen con detalle. 
 
PCR de GFP 
Se  preparó una mezcla de reacción conteniendo 2,5µL del cebador Forward 10µM; 2,5µL 
del cebador Reverse 10µM;  2,5µL de un buffer comercial  (Ref. 2900162, 5PRIME); 2,5µL dNTPs 
2mM; 2,5µL MgCl2 25mM (Ref. 2900154, 5PRIME); 1U del enzima Taq DNA polimerasa (Ref. 
2900163, 5PRIME); 11,3µL MPW y  1µL de DNA y una gota de aceite mineral (Ref. M3516-6ML, 
SIGMA) 
Se  usaron los siguientes oligonucleótidos o cebadores:  
* GFP-FP2 Forward: 5´AGC ACG ACT TCT TCA AGT CC 3´ 
* GFP-RP1 Reverse: 5´ TCC ATG CCG AGA GTG ATC C 3´ 
La mezcla de reacción se amplificó usando un termociclador de gradiente (Mastercycler, 
Eppendorf) mediante el siguiente programa: 
95ºC,  4´+ [94ºC, 30´´+ 58ºC, 30´´+ 72ºC, 1´] x 35 ciclos + 72ºC, 10´ + 4ºC 
El producto de la amplificación tenía un tamaño de 450pb y se corrió en un gel de agarosa al 2% a 
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Figura 3. Imagen de un gel de agarosa mostrando los resultados de la PCR de GFP. Los ratones Rosa26HGAL fueron 
genotipados mediante PCR usando los oligonucleótidos GFP-FP2 y GFP-RP1. El producto de la amplificación tenía un 
tamaño de 450pb y se corrió en un gel de agarosa al 2%. Se muestran ratones positivos y negativos y los controles 
utilizados. 
 
PCR de Neo 
Se  preparó una mezcla de reacción conteniendo 2,5µL del cebador “oIMR013” 10µM; 
2,5µL del cebador “oIMR014” 10µM; 2,5µL del cebador “oIMR015” 10µM; 2,5µL del cebador 
“oIMR016” 10µM;  5µL de un buffer comercial  Green GoTaq Flexi Buffer (Ref. M891A GoTaqFlexi 
DNA Polymerase, Promega); 2,5µL dNTPs 2mM; 2,5µL MgCl2 15mM; 1U del enzima GoTaq DNA 
Polymerase (Ref. M829A, Promega); 3,8µL MPW y  1µL de DNA y una gota de aceite mineral (Ref. 
M3516-6ML, SIGMA) 
Se  usaron los siguientes oligonucleótidos o cebadores:  
* oIMR013: 5´CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC 3´ 
* oIMR014: 5´AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC 3´ 
* oIMR015: 5´CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG 3´ 
* oIMR016: 5´GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT 3´ 
La mezcla de reacción se amplificó usando un termociclador de gradiente (Mastercycler, 
Eppendorf) mediante el siguiente programa: 
94ºC,  3 + [94ºC, 20´´+ 64ºC, 30´´+ 72ºC, 35´´] -0,5ºC en la elongación por ciclo hasta  [94ºC, 
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Figura 4. Imagen de un gel de agarosa mostrando los resultados de la PCR de Neo. Los ratones Rosa26HGAL fueron 
genotipados mediante PCR usando los oligonucleótidos oIMR013, oIMR014, oIM5015 y oIMR016. El producto de la 
amplificación “Neo” tenía un tamaño de 280pb junto con una banda control interna “TCRD” de 150pb  Se muestran ratones 
positivos y negativos y los controles utilizados. 
 
El producto de la amplificación “Neo” tenía un tamaño de 280pb junto con una banda control 
interna “TCRD” de 150pb que se  corrieron en un gel de agarosa al 2% a 65V durante 1 hora 
[Figura 4]. 
1.5.3. Cruce del ratón Rosa26HGAL con ratones recombinasa Cre y su genotipado  
El control espacio-temporal de la expresión del gen de interés es posible gracias a la presencia de 
una Cre recombinasa específica de tejido459. Así, los ratones Rosa26HGAL fueron cruzados con tres 
líneas de ratones transgénicas: la línea Aid-Cre recombinasa (B6;FVB-Tg(Aicda-cre)1Rcas/J) 
(línea 8A)460 que permite el inicio de la expresión de HGAL en células B del centro germinal; la 
línea mb1-Cre (Cd79atm1(cre)Reth) (línea 5A)461, que permitiría iniciar la expresión del gen de interés 
en estadio pro-B de médula ósea y, la línea de ratones Sca1-Cre (línea 78B), generada por 
nuestro grupo, iniciándose la expresión de HGAL en la célula madre hematopoyética de la médula 
ósea y manteniéndose en las células descendientes.	  
El genotipado de los ratones recombinasa Cre se realizó mediante la combinación de las 
técnicas de Southern Blot y PCR. 
Los ratones Sca1-Cre se genotiparon mediante Southern Blot usando la sonda “Cre” que 
corresponde a parte del cDNA del gen codificante de la Recombinasa Cre. Ésta se hibridó con el 
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Figura 5. Genotipado de ratones Sca1-Cre mediante Southern-Blot. Se hibridó la sonda “Cre” con el DNA genómico de 
los ratones Sca1-Cre digerido con la endonucleasa de restricción EcoRI. Se muestran ratones positivos y negativos. 
 
Los ratones Aid-Cre se genotiparon mediante PCR.  
Se  preparó una mezcla de reacción conteniendo 2,5µL del cebador “PR1” 10µM; 2,5µL 
del cebador “PR2” 10µM;  2,5µL de un buffer comercial  (Ref. 2900162, 5PRIME); 2,5µL dNTPs 
2mM; 2,5µL MgCl2 25mM (Ref. 2900154, 5PRIME); 1U del enzima Taq DNA polimerasa (Ref. 
2900163, 5PRIME); 11,3µL MPW y  1µL de DNA y una gota de aceite mineral (Ref. M3516-6ML, 
SIGMA) 
Se  usaron los siguientes oligonucleótidos o cebadores:  
* AID-CRE PR 1: 5´ TAA GAC CAT GTC CAA AGC CCA 3´  
* AID-CRE PR2: 5´ TCG ACC GGT AAT GCA GGC AAA 3´  
La mezcla de reacción se amplificó usando un termociclador de gradiente (Mastercycler, 
Eppendorf) mediante el siguiente programa: 
94ºC,  5´+ [94ºC, 30´´+ 53ºC, 30´´+ 72ºC, 30´] x 34 ciclos + 72ºC, 5´ + 4ºC 
El producto de la amplificación tenía un tamaño de 700pb y se corrió en un gel de agarosa al 2% a 
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Figura 6. Imagen de un gel de agarosa mostrando los resultados de la PCR de Aid-Cre. Los ratones Aid-Cre fueron 
genotipados mediante PCR usando los oligonucleótidos AID-CRE PR 1 y AID-CRE PR2. El producto de la amplificación 
tenía un tamaño de 700pb y se corrió en un gel de agarosa al 2%. Se muestran ratones positivos y negativos y los 
controles utilizados. 
 
Los ratones mb1-Cre se genotiparon mediante dos reacciones de PCR independientes. 
Cada reacción contenía 2,5µL del cebador “dir” 10µM; 2,5µL del cebador “rev” 10µM;  2,5µL de un 
buffer comercial  (Ref. 2900162, 5PRIME); 2,5µL dNTPs 2mM; 2,5µL MgCl2 25mM (Ref. 2900154, 
5PRIME); 1U del enzima Taq DNA polimerasa (Ref. 2900163, 5PRIME); 11,3µL MPW y  1µL de 
DNA y una gota de aceite mineral (Ref. M3516-6ML, SIGMA) 
Se  usaron los siguientes oligonucleótidos o cebadores:  
* Oligo mb-1 dir: 5´CTG CGG GTA GAA GGG GGT C 3´ 
* Oligo mb-1 rev: 5´CCT TGC GAG GTC AGG GAG CC 3´ 
* Oligo hCre dir: 5´CCC TGT GGA TGC CAC CTC 3´ 
* Oligo hCre rev: 5´GTC CTG GCA TCT GTC AGA G 3´ 
La mezcla de reacción se amplificó usando un termociclador de gradiente (Mastercycler, 
Eppendorf) mediante el siguiente programa: 
95ºC,  4´30´´+ [95ºC, 30´´+ 65ºC, 45´´+ 72ºC, 30´´] -x 36 ciclos + 72ºC, 2´ + 4ºC 
El producto de la amplificación usando los oligonucleótidos “mb1” tenía un tamaño de 420pb, 
mientras que el resultante del uso de los oligonucleótidos “hCre” tenía uno de 430pb. Ambos 
productos se cargaron en un gel de agarosa al 2% y se realizó la electroforesis utilizando una 
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indicaba un genotipo mb1-Cre. La presencia de una única banda de 420pb determinaba un 








Figura 7. Imagen de un gel de agarosa mostrando los resultados de la PCR de mb1-Cre. Los ratones mb1-Cre fueron 
genotipados mediante PCR usando los oligonucleótidos mb-1 dir, mb-1 rev, hCre dir y hCre rev. El producto de la 
amplificación usando los oligonucleótidos “mb1” tenía un tamaño de 420pb, mientras que el resultante del uso de los 
oligonucleótidos “hCre” tenía uno de 430pb. Ambos productos se cargaron en un gel de agarosa al 2%, la presencia de las 
dos bandas en el gel indicaba un genotipo mb1-Cre positivo. Se muestran ratones positivos y negativos y los controles 
utilizados. 
2.  ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA 
2.1. Extracción de RNA  
Se llevó a cabo la extracción de RNA de poblaciones celulares separadas por citometría de flujo o 
de tejidos totales.  
En el primer caso, las poblaciones, ya separadas, fueron recogidas en 500µL de RNAlater 
(solución estabilizadora de RNA, Ref. AM7021, Ambion) y seguidamente centrifugadas durante 5 
min. a 4ºC 13.000rpm, eliminándose dicha solución estabilizadora. A continuación, se procedió a 
la extracción de RNA mediante el uso del reactivo TRIzol (Ref. 15596018 , Life Technologies), que 
permite lisar las membranas celulares añadiendo un volumen (500 µL) del mismo. Seguidamente, 
se añadieron 100µL de cloroformo y, tras la incubación durante 10 minutos a temperatura 
ambiente con el mismo, se llevó a cabo una centrifugación durante 15 min. a 4ºC 13.000 rpm. La 
fase acuosa sobrenadante conteniendo el RNA fue precipitada en 1volumen de isopropanol más 
medio volumen de agua libre de RNasas centrifugando 15 min. a 4ºC 13.000rpm. El RNA fue 
lavado con Etanol al 70% 5min. a 4ºC 13.000rpm y finalmente resuspendido en un volumen 
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La cuantificación y la pureza del RNA obtenidos, fueron testados mediante el 
espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 a partir de la relación resultante de los cocientes de 
absorbancia a distintas longitudes de onda:  260/280 (DNA/proteínas) y 260/230 (DNA y solventes 
orgánicos). Un valor de 2 resultante del cociente 260/280, se considera como puro para RNA. Si el 
valor es inferior, puede indicar la presencia de proteínas, fenol o contaminantes que absorben a 
una longitud de onda de 280nm. Una medida secundaria de pureza, es el valor resultante del 
cociente 260/230, cuyo rango de valor debe oscilar entre 1,8 y 2,2.  
La extracción de RNA de tejidos totales de ratón se llevó cabo del mismo modo, pero 
resuspendiendo el pellet celular en dos volúmenes (1mL) de reactivo TRIzol  y añadiendo, a 
continuación, 200µL de cloroformo. 
2.2. Tratamiento con DNasa I  
Con el objetivo de eliminar posibles trazas de DNA genómico en las muestras de RNA extraídas, 
éste fue sometido a un tratamiento con una DNasa I recombinante (Ref. 04 716 728 001, Roche). 
Para 1µg de RNA, se añadió 1µL de buffer de incubación 10X (400mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 
60mM MgCl2, 10mM CaCl2 , pH 7,9), 1U del enzima DNasa I recombinante libre de RNasas y 1U 
del inhibidor de RNasas, RNasin (Ref. M0307S, New England BioLabs). La mezcla fue incubada 
durante 20min. a 37ºC y la reacción interrumpida mediante la adición de 2µL de EDTA 0,02M (Ref. 
E7889, Sigma) e incubación a 75ºC durante 10min. 
2.3. Limpieza del RNA  
Los restos de fenol procedentes del uso del reactivo TRIzol fueron eliminados para evitar posibles 
interferencias del mismo en aplicaciones posteriores. Para ello, se usó el kit comercial “Rneasy 
Mini Kit” (Ref. 74104, Qiagen) y el protocolo de limpieza del RNA del mismo.  
2.4. Síntesis de cDNA mediante el protocolo del oligo-dT 
Se llevó a cabo la retrotranscripción de las muestras de RNA mensajero mediante la unión del 
oligonucleótido sintético, oligo(dT) 18, formado por bases de timina, al poli-A del RNA mensajero 
maduro. El protocolo consiste básicamente en la retrotranscripción del mRNA a cDNA con el 
oligonucleótido a partir de la acción de la RNA polimerasa que reconoce y se une a su secuencia 
promotora en el oligo(dT).  
Para llevar a cabo la reacción, un máximo de 5µg de RNA fueron precalentados en 
presencia de 40U del inhibidor de RNasas, RNasin (Ref. M0307S, New England BioLabs) durante 
  
   




5min. a 65ºC. Posteriormente, se añadieron 0,5µg de oligodT (Ref. S1316, New England BioLabs), 
40U de RNasin, 4µL de un buffer 5X conteniendo 50mM Tris-HCl pH 8,3; 100mM KCl; 10mM 
MgCl2; 5mM DTT; 500µM dGTP; 500µM dATP; 500µM dTTP; 500µM dCTP y se llevó a cabo la 
retrotranscripción en presencia de 21U del enzima SuperRT (Ref. RT01a, HT Biotechnology) 
durante 60min. a 42C. Finalmente, la mezcla de reacción se eluyó en un volumen variable de agua 
libre de RNasas. 
2.5. PCR cuantitativa 
Con el fin de analizar los niveles de expresión de Lmo2 en la línea transgénica Sca1-tdTOMATO-
IRES-LMO2, se separaron por citometría de flujo en un FACS Aria, las poblaciones CD4+ CD8+, 
CD4- CD8-, CD4+ CD8- y CD4- CD8+ de timo y las poblaciones B220+ y Sca1+ Lin- de médula ósea 
tanto de ratones controles “wild-type” como de transgénicos, utilizando los siguientes anticuerpos: 
B220-Pacific blue, CD4-FITC, CD8-APC, Sca1-APC y Lin (CD4, CD8, CD19, Gr1, Mac1, CD3ε)-
FITC. El procedimiento así como la especificación de los reactivos serán explicados con más 
detalle en el apartado 6. Se extrajo RNA de dichas poblaciones, se realizó tratamiento con DNasa 
(para eliminar la contaminación con el DNA del transgén) y se sintetizó cDNA siguiendo los pasos 
descritos anteriormente. 
Para analizar la activación oncogénica en poblaciones pre-tumorales de ratones 
transgénicos Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2, se midieron los niveles del supresor tumoral Cdkn2a 
en timos de ratones transgénicos. Estos tejidos se homogeneizaron sobre un filtro celular de nylon 
con un tamaño de poro de 70µm (Ref. 352350, BD Falcon) utilizando el émbolo estéril de una 
jeringa de 5mL, y los timocitos se recogieron  en tampón fosfato salino suplementado con 1% de 
suero bovino fetal (Cambrex) inactivado previamente a 56ºC durante 30 minutos. Tras realizar un 
lavado mediante centrifugación durante 5 minutos a 1500 rpm, las muestras se pasaron a tubos de 
1,5mL, se extrajo el RNA del botón celular y éste fue retrotranscrito a cDNA, como se describe en 
los apartados 2.1. y 2.4.  
Se  preparó una mezcla de reacción conteniendo 10µL del buffer comercial PerfecTA 
qPCR Supermix Rox (Ref. 95051-500, Quanta Biosciences), 2µL del cebador correspondiente, a 
una concentración 10X, entre 150 y 250ng de cDNA y se ajustó el volumen a 20µL mediante la 
adición de MPW. Se realizaron tres réplicas por cDNA y gen a testar y se amplificó en paralelo un 
control endógeno correspondiente al gen de Gadph (Ref. Mm.PT.39a.1, Integrated DNA 
Technologies). Se usó también una muestra determinada como control positivo de amplificación 
de los genes a testar. Los ensayos usados para la PCR cuantitativa fueron Lmo2 (Ref. 
Mm.PT.56a.21550807) y Cdkn2a (Ref. Mm.PT.49a.5632963), ambos adquiridos en IDT 
(Integrated DNA Technologies), ensayos interexónicos, diseñados para evitar la amplificación del 
posible DNA genómico presente en la muestra. 
  
   




La mezcla de reacción se amplificó usando el termociclador Mastercycler ep gradient S 
Realplex4 (Eppendorf) mediante el siguiente programa: 
50ºC,  1´+ 95ºC,  3´+  [95ºC, 15´´+ 60ºC, 1´] x 40 ciclos  
El método comparativo de Ct (ΔΔCt) se utilizó para calcular la expresión relativa del gen 
de interés y un control positivo. Se calculó el cambio de ciclo umbral (ΔCt) de cada muestra como 
el valor Ct del gen problema (target) menos el valor de Ct del gen Gadph (control endógeno). El Ct 
es el ciclo en el cual se cuenta con una cantidad detectable de DNA, es decir, que sobrepasa el 
umbral de fluorescencia basal.  El ΔΔCt de cada muestra se obtuvo restando el valor ΔCt de la 
referencia del valor ΔCt de la muestra. El valor de referencia ΔCt utilizado fue el ΔCt obtenido a 
partir de una muestra usada como control positivo. Finalmente, se comparó y representaron los 
valores de 2 -ΔΔCt. 
2.6. RT-PCR 
Con el objetivo de analizar los niveles de expresión del gen M17 endógeno (el homólogo murino 
del gen HGAL humano) en ratones Sca1-HGAL respecto a controles “wild-type”, el RNA total fue 
aislado de esplenocitos de ratones transgénicos y controles “wild-type” y fue retrotranscrito a 
cDNA. Éste, fue amplificado por PCR usando los siguientes cebadores, que alinean en los exones 
1, 2, 3 y 4, respectivamente209:  
* Oligo M17Seq1:  5'-ATG GGG AAC TGT TTG CAG AGG ACA ACC AG-3' 
* Oligo M17Seq2:  5'-GGG AGC TGA AGT CAT CCC TTC A-3' 
* Oligo M17Seq3:  5'-CTT TGG AGA CTC TTG TCT GGC-3' 
* Oligo M17Seq4:  5'-GCT GTT GAA AGG CAT GTG GAG-3' 
La mezcla de reacción se amplificó usando un termociclador de gradiente (Mastercycler, 
Eppendorf) mediante el siguiente programa: 
[94ºC, 30´´+ 57ºC, 45´´+ 72ºC, 60´´] -x 34 ciclos + 72ºC, 10´ + 4ºC 
El producto de la amplificación usando los oligonucleótidos “M17seq1” y “M17seq2” tenía 
un tamaño de 222pb, usando “M17seq1” y “M17seq3”, un tamaño de 195pb y usando “M17seq1” y 
“M17seq4”, 496pb. En paralelo, se amplificó el gen de la β-actina para usar como control de carga 
y de cantidad de RNA (tamaño de 400pb). Todos los productos de PCR fueron cargados en un gel 
de agarosa al 2% y se realizó la electroforesis utilizando una diferencia de potencial de 65V 
durante una hora. 
 
  
   




2.7. Microarrays de expresión 
2.7.1. Obtención de las muestras y procesado  
Para el estudio del perfil de expresión de genes en los ratones transgénicos utilizados, se llevó a 
cabo la separación de los linfocitos B de 4 ratones Sca1-HGAL con hiperplasia y de 4 ratones 
controles “wild-type”. Se tomaron bazos, se disgregaron y los linfocitos B de bazo se separaron 
por citometría de flujo utilizando los marcadores B220 y CD22. (este procedimiento será descrito 
con más detalle en el apartado 6). Se analizó la pureza de las poblaciones separadas, siendo ésta 
mayor del 98%. Las muestras fueron recogidas en RNA later y procesadas según se describe en 
los apartados 2.1. y 2.3. 
En el caso de los ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2, se procesó el timo de igual modo 
y se llevó a cabo la extracción de RNA total y su limpieza de restos de fenol. En total, se 
analizaron 10 timos de ratones transgénicos y 4 timos de ratones controles “wild-type”.  
Para estudiar la calidad del RNA extraído de las muestras, se cuantificó con el NanoDrop 
1000 (Thermo Scientific) y se evaluó con el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Este 
aparato lleva a cabo el análisis de la calidad del RNA en un chip en el que se separa el RNA por 
electroforesis de manera automatizada  y posteriormente el RNA se detecta mediante 
fluorescencia activada por láser. 
 
El resultado es un gráfico llamado electroferograma, donde la cantidad de fluorescencia 
medida en cada punto es proporcional a la cantidad de RNA de un tamaño dado [Figura 8]. Con 
las cuantificaciones de RNA ribosomal de 28S y 18S calculadas con el electroferograma se 
obtiene el RIN (del inglés RNA Integrity Number), que es una medida de la calidad de las muestras 











Figura 8. Ejemplo de electroferograma usando muestras de RNA. Gráfico en el que la fluorescencia medida en cada 
punto es proporcional a la cantidad de RNA de un tamaño dado. Se muestran los picos correspondientes a los RNAs 
ribosomales 28S y 18S. 
 
  
   





Los RNAs seleccionados de ratones Sca1-HGAL se procesaron siguiendo un protocolo 
que consistió en amplificar la cantidad de RNA de cada muestra, y transformarlo en RNA 
complementario (cRNA) marcado con biotina. Posteriormente las muestras se hibridaron en los 
microarrays de expresión Mouse Genome 430 2.0 de la compañía Affymetrix. Finalmente los 
microarrays se revelaron con un conjugado de estreptavidina-ficoeritrina y se escanearon en 
GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix Inc) para detectar la cantidad de luz emitida a 570 nm, 
que es proporcional a la cantidad de cRNA de cada gen que ha hibridado.  
 
En el caso de las muestras correspondientes a los ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2, 
se tomaron 200ng de cada muestra y se llevaron a cabo pasos sucesivos de síntesis de cDNA; 
síntesis, limpieza y cuantificación de cRNA; síntesis de la cadena DNA con sentido DNA SS (+) e 
hidrólisis, purificación, cuantificación,  fragmentación y marcaje del mismo. Se usó para ello el 
equipo WT Expression Kit de Ambion. Finalmente, 2,3 µg de DNA SS fragmentado y marcado se 
hibridaron en los microarrays de expresión GeneChip Mouse Gene 1.0 ST Arrays de Affymetrix. El  
lavado y escaneado se realizó usando el sistema GeneChip de Affymetrix (GeneChip Hybridization 
Oven 460, GeneChip Fluidics Station 450 y GeneChip Scanner 7G). 
2.7.2. Análisis bioinformático  
Los datos en bruto, obtenidos del procesado de las muestras Sca1-HGAL, se subieron a la 
plataforma GEO y están disponibles bajo el número GSE35400.  
Para el preprocesado y el análisis estadístico de los datos se usó el entorno de 
programación estadística R/Bioconductor462. La normalización es el proceso con el que se 
eliminan las fuentes de variación de los microarrays, que podrían afectar a las mediciones de los 
niveles de expresión genética. Se utilizó el algoritmo RMA (Robust Multichip Average)463 para 
eliminar el background y para la  normalización y sumarización de los microarrays y 
posteriormente se aplicó un filtro de intensidad para eliminar aquellas sondas con baja intensidad.  
El análisis de expresión diferencial entre las distintas muestras se realizó usando el 
paquete LIMMA (Linear Moldels for Microarray Data) de R/Bioconductor464. Con este algoritmo se 
obtuvieron los parámetros estadísticos utilizados para la selección de genes en análisis 
posteriores: el valor de probabilidad asociado al test estadístico (p-value), la estimación del cambio 
de cada gen (Fold-Change, FC), la tasa de falsos positivos incluidos en la selección (False 
Discovery Rate FDR)465 y el parámetro estadístico B. 
Para clasificar los distintos linfomas e identificar aquellos genes asociados a cada clase se 
empleó el paquete de Bioconductor PAM (Prediction Analysis for Microarrays)466. Este algoritmo 
ordena los genes usando una estadística t modificada y selecciona el conjunto de genes que 
  
   




forman la huella molecular mediante la elección de un umbral adecuado. El número de genes 
resultante lo determina la elección de dicho umbral, obtenido tras un proceso de validación 
cruzada 10-partes. Este parámetro se seleccionó manualmente para minimizar la tasa de error 
general. La huella molecular obtenida con PAM fue validada con un análisis de agrupamiento de 
genes (clustering) robusto, que permite obtener la matriz consenso de pertenencia de las 
muestras a distintos grupos tras múltiples clusterings467. 
Se utilizó  la técnica estadística SAM468  (Significance Analysis of Microarrays) con un FDR 
al 10%469 para identificar aquellos genes con una expresión diferencial significativa entre 
condiciones experimentales. El análisis de enriquecimiento de las categorías de Gene Ontology 
(GO) se realizó utilizando una distribución hipergeométrica470. Con el fin de mejorar la 
interpretación funcional de los resultados se realizó un análisis de enriquecimiento de grupos de 
genes relacionados. Para ello se prepararon listas de genes ordenados según el FC y se aplicó el 
test no paramétrico de Kolmogorov-Smirnoff, implementado en el programa de análisis 
bioinformático GSEA (Gene Set Enrichment Analysis)471. El p-valor para cada grupo de genes se 
obtuvo tras realizar 1000 iteraciones y se corrigió con el algoritmo FDR incluyendo la corrección de 
múltiples pruebas de hipótesis. La extracción de información biológica fue complementada 
mediante el uso del programa para el estudio de vías de señalización y redes moleculares 
Ingenuity (Ingenuity Systems, www.ingenuity.com (IPA 9/2011 Release)) y con el programa 
Cytoscape (http://www.cytoscape.org/) para generar redes funcionales. Adicionalmente, se usaron 
las herramientas DAVID472, y las bases de datos de huellas moleculares (MSigDB, v3.0)471 para 
determinar si los genes diferencialmente expresados mostraban un enriquecimiento funcional.  
En el caso de los ratones Sca1-HGAL, con el objetivo de analizar el estadio de 
diferenciación en el que se encontraban los linfocitos B transgénicos, se compararon los genes 
diferencialmente expresados en ellos con huellas de estadios de diferenciación de linfocitos B 
murinos normales, en concreto, los estadios Pro-B y Pre-B, transicional, folicular/marginal, de 
centro germinal, plasmablasto y estadios de células plasmática400. Se llevaron a cabo también 
análisis recíprocos para validar los enriquecimientos positivos dentro de los linfocitos B de los 
ratones Sca1-HGAL. Los datos de expresión génica de estadios normales de diferenciación B en 
ratones se encuentran disponibles de forma pública bajo el número GSE26408. 
Los microarrays de expresión de los ratones Sca1-HGAL se realizaron en colaboración 
con los grupos del Dr. Martínez-Climent del CIMA y el grupo del Dr. Ash A. Alizadeh de la 
Universidad de Stanford de EE.UU. Las muestras de los ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 se 
procesaron e hibridaron en la Unidad de Genómica del Centro de Investigación del Cáncer de 
Salamanca y los datos fueron analizados por Diego Alonso López del Servicio de Bioinformática 
del mismo centro.  
  
   




3.  ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
3.1. Western Blot 
3.1.1. Obtención del extracto proteico total 
El extracto proteico total se obtuvo, siempre en hielo, de la siguiente manera: el pellet celular se 
resuspendió en 200µL de tampón de lisis TNESV frío (50mM Tris pH 7,6; 1% Nonidet P-40 (Ref. 
56009-2L, BDH); 20 mM EDTA pH 8; 100 mM NaCl; 10 mM NaF (Sigma, Ref. S-7929); 1 mM 
Na3VO4 (Sigma, Ref. S-6508); 1 mM Pefabloc (Roche); e inhibidores de proteasas (Complete Mini, 
Ref. 118361530101, Roche)). 
Las muestras se incubaron durante 15min. en hielo, agitándolas con vórtex cada 3-4 min. 
Finalmente, las muestras se centrifugaron durante 30min a 4ºC y 14000 rpm, y se recogió el 
sobrenadante conteniendo el extracto proteico total. La concentración de proteína de los extractos 
se determinó mediante colorimetría utilizando el ensayo Protein Assay Dye Reagent Concentrate 
(Ref. 500-0006, Bio Rad), y  empleando cantidades conocidas de albúmina sérica bovina (BSA) 
para construir una recta patrón. 
3.1.2. Electroforesis en geles SDS-PAGE 
Las fracciones proteicas fueron separadas por tamaño en geles SDS-PAGE (electroforesis en gel 
de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico). Gracias al SDS las proteínas se desnaturalizan, 
perdiendo su conformación tridimensional. De este modo se obtiene un fraccionamiento que 
obedece a: a la diferencia de peso, a la longitud de la cadena (tamaño) y a la forma de la proteína. 
El gel separador o de resolución se preparó usando cantidades variables de acrilamida al 
30% (Ref. 161-0156, Bio-Rad) en función del tamaño de la proteína a separar logrando una 
concentración final de acrilamida entre el 8% y el 15% además de 375mM Tris pH 8,8; 0,1% SDS 
(Ref. 161-0302, Bio-Rad) ; 0,05%  Persulfato de amonio y  NNN'N'-Tetramethylethylenediamine 
(TEMED) (Ref. 443083G, BDH). El gel concentrador se preparó usando una cantidad fija de 
reactivos: 3% de acrilamida,  138mM Tris pH 6,8; 0,1%; 0,1%  Persulfato de amonio y TEMED. 
Se cargaron entre 50 y 100µg de proteína en un cuarto de su volumen de tampón de 
carga (50mM Tris pH 8,3; 25% glicerol (Ref. 141339.1212, Panreac); 10% SDS; 5% β-
mercaptoetanol  (Ref. 441433 A, BDH); 0,1% azul de bromofenol (Ref. 200152E,BDH)). Las 
muestras se desnaturalizaron durante 5min a 100ºC, tras lo cual se mantuvieron 5 min en hielo. A 
continuación, se centrifugaron, se cargaron en el gel, y se sometieron a una diferencia de 
potencial de 85V durante 3h. El tampón que se utilizó para correr el gel fue 0,2M glicina (Ref. 161-
0724, BioRad).; 25mM Tris; 0,1% SDS. 
  
   




3.1.3. Transferencia a membrana PVDF y marcaje con anticuerpos 
Una vez separadas por tamaño, las proteínas se transfirieron a una membrana PVDF (Ref. 
IPVH00010, Millipore) mediante una transferencia en húmedo, utilizando el sistema Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell (Ref. 170-3930, Bio-Rad) durante 16 h a 4ºC utilizando una 
diferencia de potencial de 35 Voltios. Como tampón de transferencia se utilizó 192mM glicina; 
25mM Tris; 20% etanol. 
Posteriormente, la membrana se deshidrató durante 1 minuto en etanol y tras lavarla con 
tampón TBS-T (0,05% Tween 20 (Ref. 170-6531, BioRad); 10mM Tris pH 8; 150mM NaCl) se 
bloqueó a temperatura ambiente durante 2 horas en solución de bloqueo (5% leche  (Ref. sc-2325, 
Santa Cruz) disuelta en TBS-T). 
Después del bloqueo, la membrana se hibridó a temperatura ambiente durante 2 horas 
con el anticuerpo primario disuelto en 5ml de solución TBST-1X.  
Tras 3 lavados de 5 min y 3 lavados de 10 min con TBS-T, la membrana se incubó a temperatura 
ambiente durante 1 hora con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano 
diluído en solución de bloqueo. Tras el lavado, las bandas reactivas se detectaron mediante 
quimioluminiscencia en Películas Amersham Hyperfilm ECL (Ref. 28906837, GE Healthcare), 
utilizando para su detección el sistema ECL plus (Ref. RPN2132, GE Healthcare).  
Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-DsRed (Ref. 632496, ClonTech) a una 
dilución 1:1000; anti-HGAL206 a una dilución 1:1000 y anti-Actina a una concentración 1:7500 (I-19) 
(Ref. sc-1616, Santa Cruz). Los anticuerpos secundarios utilizados para la detección de los 
primarios fueron, respectivamente: Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate (Ref. 170-6515, 
BioRad) a una dilución 1:15000; Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate (Ref. 170-6516, 
BioRad) a una concentración 1:5000;  y Donkey Anti-Goat IgG HRP (Ref. sc-2033, Santa Cruz) a 
una dilución 1:7500 en solución de bloqueo. 
3.2. Análisis de la proteína fibrilar amiloide 
El análisis de la proteína amiloide fue llevado a cabo mediante Cromatografía 
líquida/Espectrometría de masas en tándem LC MS/MS en péptidos extraídos de áreas con 
amiloide, positivas para Rojo Congo y microdiseccionadas con láser de tejidos FFPE (fijados en 
formol y embebidos en parafina)473. El perfil peptídico fue analizado usando 3 algoritmos diferentes 
(Mascot, Sequest y XITandem), y consultando la base de datos de ratón IPI (International Protein 
Index, versión 3.87), las secuencias de inmunoglobulinas de “V-base” y la base de datos 
IMGT/LIGM. Los resultados fueron analizados en el programa Scaffold (Proteome Software, 
Portland, Oregon). En cada caso, se generó una lista de proteínas basadas en los péptidos 
identificados por la espectrometría. La composición proteómica de los depósitos de amiloide fue 
  
   




determinada basándose en la abundancia relativa de los péptidos identificados. El análisis fue 
llevado a cabo en la clínica Mayo, en Rochester, EE.UU. por Jason D. Theis y Ahmet Dogan. 
4. ANÁLISIS SANGUÍNEOS Y SEROLÓGICOS 
4.1. Obtención de las muestras 
Se procedió a la extracción de sangre del seno retro-orbital de ratones transgénicos y ratones 
controles “wild-type” mediante pipetas Pasteur de cristal. 
Para el análisis de parámetros sanguíneos, la sangre fue recogida en tubos heparinizados (Ref. 
41.1393.005, Sarstedt) evitando así su coagulación.  
En el caso del suero,  las muestras fueron recogidas en tubos eppendorf de 1,5mL y se 
dejaron coagular a temperatura ambiente durante 30 min. Pasado este tiempo, se centrifugaron a 
4000 rpm durante 10min, separándose así el suero del resto de los componentes de la sangre. 
4.2. Análisis de parámetros sanguíneos 
Se llevó a cabo un análisis completo de la sangre murina en el sistema Hemavet 950 (Drew 
Scientific Group). Concretamente, se analizaron los siguientes parámetros hematológicos: WBC 
(número absoluto de células blancas en K/µL), NE (porcentaje y número absoluto de neutrófilos en 
K/µL), LY (porcentaje y número absoluto de linfocitos en K/µL), MO (porcentaje y número absoluto 
de monocitos en K/µL), EO (porcentaje y número absoluto de eosinófilos en K/µL), BA (porcentaje 
y número absoluto de basófilos en K/µL), RBC (número absoluto de células sanguíneas rojas en 
M/µL), Hb (hemoglobina expresada en g/dL), HCT (hematocrito, expresado en porcentaje), MCV 
(volumen corpuscular medio, en fL), MCH (hemoglobina corpuscular media en pg), MCHC 
(concentración de hemoglobina corpuscular media, en g/dL), RDW (ancho de distribución de 
glóbulos rojos, en %), PLT (número absoluto de plaquetas en K/µL), MPV (volumen plaquetario 
medio, en fL) y PDW (ancho de distribución de plaquetas, en %).	  
4.3. Análisis del isotipo de inmunoglobulinas en suero	  
Los títulos de anticuerpos en el suero de ratones transgénicos y ratones controles “wild-type” 
fueron medidos por un ensayo de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o Ensayo por 
Inmunoabsorción Ligado a Enzimas) usando anticuerpos monoclonales anti-ratón específicos de 
un isotipo, purificados de rata y conjugados con HRP. Se hicieron lecturas espectrofotométricas a 
450nm y se compararon con las curvas generadas al hacer diluciones seriadas de isotipos 
  
   




concretos Ig purificados (SouthernBiotech, Birminghan, AL). Este análisis fue llevado a cabo por el 
grupo del Doctor Izidore Lossos de la Universidad de Miami. 	  
5. ANÁLISIS CITOGENÉTICOS  
5.1. Hibridación fluorescente in situ o FISH  
Con el fin de analizar una posible translocación entre los genes Bcl2 y el locus de la cadena 
pesada de la inmunoglobulina (IgH) en ratones transgénicos Sca1-HGAL, se separaron linfocitos B 
de ratones con hiperplasia linfoide por citometría de flujo. Se obtuvieron metafases de estas 
células mediante el uso de colcemida (Ref. 15212-012, Gibco), que previene la formación del huso 
durante la mitosis. Se añadieron 100µL a una concentración de 10µg/mL y las células se 
incubaron durante una hora a 37ºC. Pasado este tiempo, las células se recogieron mediante 
centrifugación en tubos Falcon de 15mL durante 5min. a 1500 rpm y se resuspendieron en 10mL 
de medio hipotónico KCl. Las células fueron incubadas durante 30min. a 37ºC en este medio y se 
añadieron 5mL de una solución fresca y fría de metanol y ácido acético (proporción 3:1). Las 
muestras fueron centrifugadas durante 5min. a 1500 rpm y se eliminó el sobrenadante. El pellet 
celular se resuspendió en 10mL de la solución fijadora de metanol y ácido acético y se volvieron a 
repetir los dos últimos pasos de resuspensión y centrifugación 5 veces más.  Para la obtención de 
las extensiones de cromosomas o chromosome spreads, se añadieron dos gotas de esta solución 
en portaobjetos (LíneaLAB) y se dejaron secar.  
 
Los cromosomas fueron posteriormente tratados con RNasa (100mg/mL) y pepsina 
(0,1mg/mL) y fijados en 1% de formaldehído. La mezcla de hibridación conteniendo 100ng de las 
sondas marcadas anti-Bcl2 y anti-IgH fue desnaturalizada a 75ºC durante 7,5min. y se pre-hibridó 
con DNA Cot-1. Los portas fueron posteriormente incubados durante 16 horas a 37ºC y las 
señales de hibridación fueron analizadas con un microscopio de epifluorescencia Olympus BX60 
acoplado a un sistema Cytovision Ultra (Applied Imaging, Sunderland, UK).  
 
El análisis de la translocación IgH-Bcl2 fue llevada a cabo por el Doctor Juan Luis García 
de la Unidad de Citogenética del Centro de Investigación del Cáncer de Salamanca. 
5.2. Hibridación Genómica Comparada o CGH 
La hibridación genómica comparada o CGH (de sus siglas en inglés Comparative Genomic 
Hybridization) es una técnica citogenética mediante la cual es posible identificar y analizar 
alteraciones genéticas del tipo de ganancia o pérdida de material genético en una muestra de 
DNA en comparación con una muestra de referencia. En este ensayo, los cromosomas en 
  
   




metafase de un ratón normal se hibridan en competición con dos muestras de DNA genómico 
(control y problema) marcados con diferente fluorescencia, roja y verde, respectivamente. Tras 
marcar ambas muestras, se excitan a diferentes longitudes de onda y se comparan los resultados 
obtenidos para cada fluorocromo. De modo que si en una zona del cromosoma reporta una mayor 
cantidad de fluorescencia verde, se interpretará como mayor proporción de DNA muestra, 
relacionándose con una duplicación. Si por el contrario, la mayor excitación se reporta en color 
rojo en una zona del cromosoma, se identificará con una mayor proporción de DNA control, o una 
deleción en el DNA problema474. 
 
La hibridación genómica comparada se llevó a cabo en la empresa NIMGenetics de 
Madrid a la que se proporcionó DNA de ratones transgénicos Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2: doce 
casos de leucemia linfoblástica T, un caso de leucemia linfoblástica B y doce casos con linfoma de 
células B, además de DNA de cola de un ratón control “wild-type” del mismo fondo o background 
genético. La extracción de DNA se llevó a cabo de la misma forma que la descrita en el apartado 
1.4.1.1. pero usando timo en el caso de las leucemias T, bazo en el caso de los linfomas y 
leucemias B y DNA de cola, en el caso del control “wild-type”.  
 
El análisis del genoma fue llevado a cabo usando el CGH-array M.musculus whole 
genome 4x180k oligonucleotide array (AMADID 27411, Agilent Technologies), siguiendo el 
protocolo normal. Los datos del microarray fueron extraídos y visualizados usando el programa 
Feature Extraction software v10.7 y el Agilent Genomic Workbench v5.0 (Agilent Technologies). 
Las regiones genómicas con número de copia alterado fueron detectadas usando la estadística 
ADM-2 con un número mínimo de 5 sondas consecutivas. La base de datos “Genomic build mm9” 
fue consultada para la identificación de los posibles genes alterados.  
6. ANÁLISIS DE INMUNOFENOTIPO  
6.1. Obtención de las muestras 
Se obtuvieron suspensiones celulares de sangre periférica, médula ósea, bazo, nódulos linfáticos, 
timo y células peritoneales de ratones transgénicos así como de ratones control “wild-type”. Las 
células de los distintos órganos a analizar fueron filtradas a través de un filtro celular de nylon con 
un tamaño de poro de 70µm (Ref. 352350, BD Falcon), utilizando el émbolo estéril de una jeringa 
de 5mL, y recogidas en tampón fosfato salino suplementado con 1% de suero bovino fetal 
(Cambrex) inactivado previamente a 56ºC durante 30 minutos.  
 
Las suspensiones celulares de bazo, timo y nódulos linfáticos se obtuvieron aplastando 
delicadamente el órgano sobre el filtro celular previamente humedecido con la solución salina.  
  
   




Las células de médula ósea, por su parte, fueron eluidas de los fémures y tibias de los ratones, 
seccionando con cuidado por la articulación coxofemoral, por la rodilla y por el talón, de tal manera 
que las cabezas de los huesos estuvieran intactas. Se inyectaron 2mL de tampón fosfato salino 
suplementado con suero bovino fetal al 1% en las cañas de los mismos, usando una jeringa con 
aguja de 25G (Ref. 014085, IcoPlus3) y las células se pasaron por un filtro de 70µm de tamaño de 
poro. Las células de sangre periférica, obtenidas por sangrado ocular del ratón, se incubaron 
durante 30 minutos, en hielo, en una solución hipotónica RBCL (cloruro amónico (0,38%); 
bicarbonato potásico y EDTA; pH 7,4) con propiedades líticas para los eritrocitos. Para obtener las 
células peritoneales, se inyectaron 6mL de tampón fosfato salino suplementado con 1% de suero 
bovino fetal en la cavidad peritoneal del ratón con la ayuda de una jeringa con aguja de 25G. Tras 
la inyección, el peritoneo se masajeó cuidadosamente y tras realizar un pequeño corte en la capa 
peritoneal, se recogieron las células utilizando una jeringa de 5mL (Ref. 015651, IcoPlus3).  
6.2. Estandarización de las muestras 
Una vez obtenidas las suspensiones celulares, se procedió a estandarizar las muestras de tal 
manera que finalmente se obtuvieran 2 millones de células por tinción. Para ello, se contó la 
celularidad de cada muestra, excepto de aquellas con escaso número de células (nódulos 
linfáticos, sangre periférica y peritoneales), usando un contador celular (Coulter Z2, Beckman). 
Tras el contaje, las muestras se lavaron dos veces con el tampón fosfato salino mediante 
centrifugación durante 10min. a 1500 rpm a 4ºC. Finalmente, el botón celular fue resuspendido 
nuevamente con el tampón fosfato salino para obtener una concentración de 40x106 células/mL, 
de las que se usaron 50µL de muestra (2x106 células) para cada tinción, excepto para algunas 
poblaciones muy poco abundantes, para las cuales se usó 4 veces más de muestra. 
6.3. Marcaje con anticuerpos y citometría de flujo 
Previamente al marcaje con anticuerpos unidos a fluoróforos, las muestras se incubaron durante 
10 minutos con solución CD16/CD32 Fc-block (BD Pharmingen) que bloquea los receptores Fc 
evitando así una unión inespecífica de los anticuerpos. Tras esta incubación, se añadieron los 
anticuerpos (entre 0,2 y 2µg dependiendo de la abundancia en la población celular del marcador) y 
las muestras se incubaron durante 30 minutos a 4ºC en oscuridad. Una vez transcurrido este 
tiempo, el exceso de anticuerpo se lavó con tampón fosfato salino, centrifugando las muestras a 
1500 rpm durante 5 minutos y las muestras se resuspendieron en 75µL de ioduro de propidio (PI, 
500µg/mL) diluido en tampón fosfato salino para el marcaje de las células muertas (PI+). En el 
caso de los ratones transgénicos con proteínas fluorescentes endógenas (tdTOMATO y GFP), no 
se añadió el ioduro debido al fuerte solapamiento de las señales de fluorescencia y a la limitación 
del número de canales de fluorescencia disponibles (citómetros con 4 canales que daban sólo la 
  
   




posibilidad de usar 4 fluoróforos diferentes, incluyendo las proteínas fluorescentes endógenas).  




























Figura 9. Lista de anticuerpos utilizados para los estudios de citometría de flujo 
Anticuerpo Referencia Casa comercial Fluorocromo Clon
CD4 553046 BD Pharmigen FITC RM4-5
CD8a 553031 BD Pharmigen FITC 53-6.7
VB 8 TCR 553861 BD Pharmigen FITC F23.1
IgD 553439 BD Pharmigen FITC 11-26c.2a
Gr1 553126 BD Pharmigen FITC RB6-8C5
Mac1 553310 BD Pharmigen FITC M1/70
B220 553088 BD Pharmigen FITC RA3-6B2
CD19 553785 BD Pharmigen FITC 1D3
CD23 01234D BD Pharmigen FITC B3B4
CD3E 553062 BD Pharmigen FITC 145-2C11
CD44 01224D BD Pharmigen FITC IM7
GL7 553666 BD Pharmigen FITC GL7
PNA FL-1071 Vector Laboratories FITC
Anexina V 556420 BD Pharmigen FITC
CD22 557474 BD Pharmigen FITC Cy34.1
Sca1 553336 BD Pharmigen PE E13-161.7
CD117 553355 BD Pharmigen PE 2B8
CD95 554258 BD Pharmigen PE Jo2
CD8a 553033 BD Pharmigen PE 53-6.7
Mac1 553311 BD Pharmigen PE M1/70
CD21 552957 BD Pharmigen PE 7G6
TER119 09085B BD Pharmigen PE TER-119
CD19 553786 BD Pharmigen PE 1D3
B220 553090 BD Pharmigen PE RA3-6B2
CD25 553866 BD Pharmigen PE PC61
CD80 553769 BD Pharmigen PE 16-10A1
CD5 553023 BD Pharmigen PE 53-7.3
IgD 558597 BD Pharmigen PE 11-26c.2a
CD23 561773 BD Pharmigen PE B3B4
CD25 552880 BD Pharmigen PE-Cy7 PC61
Streptavidina 554067 BD Pharmigen APC
CD117 553356 BD Pharmigen APC 2B8
CD8 553035 BD Pharmigen APC 53-6.7
IgM 550676 BD Pharmigen APC II/41
Gr1 553129 BD Pharmigen APC RB6-8C5
B220 553092 BD Pharmigen APC RA3-6B2
CD4 553051 BD Pharmigen APC RM4-5
CD45 559864 BD Pharmigen APC 30-F11
CD21 558658 BD Pharmigen APC 7G6
CD25 557192 BD Pharmigen APC PC61
Sca1 122512 BioLegend APC E13-161.7
GL7 561529 BD Pharmigen Alexa Fluor 647 GL7
CD90.2 01002D BD Pharmigen Biotinilado 53-2.1
CD117 553353 BD Pharmigen Biotinilado 2B8
PNA B-1075 Vector laboratories Biotinilado
Sca1 15-5981-81 eBioscience PE-Cy5 D7
CD45R/B220 553093 BD Pharmigen PER-CP RA3-6B2
CD8 M8APP-01MG Immunostep PerCP 53-6.7
Gr-1 M6G6CPP-01MG-CUSTOM Immunostep PerCP RB6-8C5
CD3E M3PP-01MG/ 500ug Immunostep PerCP 145-2C11
Mac1 101229 BioLegend PerCP M1/70
CD4 100537 BioLegend PerCP RM4-5
Mac1 550993 BD Pharmigen PER-CP cy5.5 M1/70
Streptavidina 551419 BD Pharmigen PER-CP cy5.5
B220 558108 BD Pharmigen Pacific blue RA3-6B2
Fc Block 553142 BD Pharmigen 2.4G2
  
   




Los diferentes compartimentos hematopoyéticos estudiados se definieron en función de su 
tamaño y granularidad y de acuerdo a la expresión de los siguientes marcadores475-480:  -­‐ Células madre hematopoyéticas: células Lin- Sca1hi c-Kithi de la médula ósea (Lin: B220, 
CD19, CD3ε, CD4, CD8a, Gr1, Mac1). 
-­‐ Células pro-B de la médula ósea: B220+ c-Kit+ o CD19+ c-Kit+. -­‐ Células pre-B de la médula ósea: B220+ CD25+ IgM-. -­‐ Células B inmaduras en la médula ósea: B220int IgM+ IgD-. -­‐ Células B inmaduras en el bazo: B220+ IgMhi IgDlow/-. -­‐ Células B transicionales en el bazo: B220+ IgMhi IgDhi. -­‐ Células B maduras en el bazo, médula ósea y los nódulos linfáticos: B220+ IgMlo IgDhi. -­‐ Células B recirculantes en la médula ósea: B220hi IgMlo IgD+. -­‐ Linfocitos B de zona marginal en el bazo: B220+ CD21hi CD23lo. -­‐ Linfocitos B foliculares en bazo, médula ósea y nódulos linfáticos: B220+ CD21int CD23hi. -­‐ Células B del centro germinal en bazo: B220+ FAShi GLThi PNAhi. -­‐ Timocitos doble negativos DN: CD4- CD8-. -­‐ Timocitos doble negativos DN1: CD44+ CD25- Lin-(Lin: CD4, CD8a). -­‐ Timocitos doble negativos DN2: CD44+ CD25+ Lin-(Lin: CD4, CD8a). -­‐ Timocitos doble negativos DN3: CD44- CD25+ Lin-(Lin: CD4, CD8a). -­‐ Timocitos doble negativos DN4: CD44- CD25- Lin-(Lin: CD4, CD8a). -­‐ Timocitos doble positivos (DP): CD4+ CD8+. 
-­‐ Linfocitos T CD8-SP en timo, bazo, médula ósea y nódulos linfáticos: CD4- CD8+. -­‐ Linfocitos T CD4-SP en timo, bazo, médula ósea y nódulos linfáticos: CD4+ CD8-. -­‐ Granulocitos en la médula ósea, bazo y sangre periférica: Gr1hi Mac1hi. -­‐ Monocitos/macrófagos en la médula ósea, bazo y sangre periférica: Gr1low/int Mac1hi. -­‐ Eritrocitos en bazo y médula ósea: Ter119+. 
  
   




-­‐ Linfocitos B1a en el peritoneo: CD19hi B220lo IgDlo IgMhi CD5hi Mac1hi. 
Para la citometría preparativa, se empleó un citómetro de flujo FACS Aria (Becton Dickinson) 
de manera que las distintas poblaciones celulares fueron separadas en función de la expresión de 
sus marcadores. Para la citometría analítica se usaron, o un citómetro FACSCalibur (Becton 
Dickinson), o un citómetro C6 Accuri Flow Cytometer (Becton Dickinson). Los datos se exportaron 
como archivos FCS y se analizaron con el Software FlowJo (TreeStar Inc.). 
7. ESTUDIOS ANATOMOPATOLÓGICOS 
7.1. Extracción de órganos e inclusión en parafina 
De forma sistemática, los distintos órganos de los ratones transgénicos analizados, (hígado, bazo, 
páncreas, ovario, testículo, corazón, pulmón, riñón, médula ósea, timo e intestino delgado) se 
aislaron y se fijaron en formaldehído al 4% tamponado a pH 7 y estabilizado con metanol DC (Ref. 
252931.1212, Panreac) durante al menos 24 horas. En el caso del hueso, la fijación se realizó con 
una solución de formaldehído al 4% y ácido nítrico al 6% (Ref. 131037.1611, Panreac) con lo que 
se consigue la descalcificación del hueso y así permitimos que estos tejidos puedan ser cortados 
por el microtomo.  
 
A continuación, las muestras se procesaron en el Tissuetek VIP (Miles Scientific), un 
sistema en el que tras varios pasos, las muestras son embebidas en parafina líquida. El objetivo 
es aumentar la dureza de las muestras y obtener un bloque compacto de parafina que las incluya 
para que puedan cortarse con microtomos convencionales. En este sistema las muestras se 
sumergen durante 30 minutos a 40ºC en los siguientes baños: formol al 10% (2 baños), etanol al 
70%, etanol al 80%, etanol al 90%, etanol absoluto (3 baños) y xileno (2 baños). Una vez 
deshidratadas y fijadas, las muestras se embeben en parafina (Histosec; MERCK) a través de tres 
baños de 30 minutos a 60ºC y, finalmente se colocan sobre unos moldes metálicos con parafina 
líquida y tras solidificar, los bloques que contienen las muestras titulares están ya listos para ser 
cortados en el microtomo (Leica RM 2135). Se realizaron cortes de 4µm de los diferentes tejidos. 
7.2. Desparafinado y tinción 
Antes de proceder a la tinción de los cortes, éstos se desparafinaron y rehidrataron para que el 
tejido estuviera accesible y reactivo a los diferentes colorantes. Para el desparafinado, los cortes 
se incubaron a 80ºC durante 20 minutos en una estufa seca con el objeto de licuar la parafina y 
posteriormente se sumergieron en 3 baños sucesivos de xileno (10min/RT) (MERCK) para 
disolverla. A continuación, los tejidos fueron rehidratados mediante el tratamiento con solventes 
  
   




orgánicos, contrario al tratamiento llevado a cabo para la deshidratación de los tejidos: los cortes 
se lavaron (5min/RT) en una batería de baños de etanol decrecientes (etanol absoluto, al 90%, 
80% y 70% respectivamente). Finalmente, se lavaron con abundante agua. 
7.3. Tinción hematoxilina-eosina 
La tinción con hematoxilina-eosina es, sin duda, la tinción más utilizada ya que permite visualizar 
de manera muy general el estado de los tejidos. 
Este método consta de una fase inicial, en la que se colorean los núcleos celulares con 
hematoxilina, y una segunda fase de contraste citoplasmático y tinción de los componentes 
extracelulares con eosina. El procedimiento técnico se detalla a continuación. Los cortes 
desparafinados y re-hidratados se sumergieron en hematoxilina de Carazzi (MERCK) durante 
7min a temperatura ambiente, se lavaron con agua y se pasaron a una solución de etanol al 80% 
más ácido acético al 35% (200/1) durante 3 segundos con el fin de decolorar y limpiar el tejido. 
Tras lavar los cortes con agua abundante, se sumergieron en una solución acuosa con carbonato 
de litio a saturación (MERCK) 3 segundos. El tejido consiguió así un color azúl intenso. 
 
De nuevo, los cortes fueron lavados y, posteriormente, teñidos con eosina (MERCK) 
durante dos minutos. Finalmente, los cortes fueron deshidratados en una batería de etanoles 
crecientes (etanol al 70%, 80%, 90% y absoluto respectivamente) durante 3 segundos, en una 
solución xileno/etanol (1:1) 10 segundos y se mantuvieron en un baño de xileno al 100% hasta 
realizar el montaje con cubreobjetos y un medio especial para tal efecto (EUKITT, Panreac). 
7.4. Inmunohistoquímica 
Cuando fue necesario, los cortes de los distintos órganos, previamente desparafinados, fueron 
hibridados con anticuerpos frente a PNA Bio (biotinylated peanut agglutinin, dilución 1:1000, 
VECTOR Laboratories, Burlingame, CA), B220 (clon RA3-6B2,  dilución 1:50, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), IRF4 (clon M-17, dilución 1:60, Santa Cruz Biotechnology, 
Inc.), CD3 (clon SP7, dilución 1:50, Abcam, Cambridge, MA), Ki-67 (dilución 1:1000, DAKO 
Corporation, Carpinteria, CA), PAX5 (clon 24/PAX5, dilución 1:100, BD Biosciences, San Jose, 
CA), CD138 (clon B-A38, dilución 1:50, Cell Marque, Rocklin, CA), CD38 (clon SPC32, dilución 
1:25, Novocastra, Leica Microsystems Inc, Buffalo Grove, IL), HGAL (clon 1H1(A7), dilución 1:5208), 
LMO2 (clon 1A9-1, dilución 1:15086) y TdT (Dilución 1:50, Supertechs INC). 
Los kits comerciales de tinción VECTOR ó Santa Cruz Biotechnology (VECTOR 
Laboratorios y Santa Cruz Biotechnology, Inc.) se usaron para la inmunohistoquímica y detección 
de anticuerpos de ratón, mientras que un  procesador automático se utilizó para los anticuerpos 
  
   




frente a humano (Ventana XT, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ).  
7.5. Diagnóstico anatomopatológico y fotografiado de las muestras 
Las muestras así teñidas fueron analizadas con el asesoramiento de los patólogos humanos del 
Departamento de Anatomía Patológica del Hospital Universitario de Salamanca y, muy 
especialmente, de la Doctora Teresa Flores Corral y del Doctor Óscar Blanco así como de la 
Doctora Yasodha Natkunam de la Universidad de Stanford de EE.UU, que realizó tanto el 
procesamiento como el diagnóstico y fotografiado de gran parte de las muestras de los ratones 
transgénicos analizados.  El diagnóstico patológico se basa en la clasificación de tumores de la 
organización mundial de la salud481. Del mismo modo, todas las fotografías de las muestras 
histológicas se han realizado con el asesoramiento de estos patólogos humanos. Las fotografías 
han sido tomadas con una cámara de color marca Olympus (DP70) adaptada a un microcopio 
Olympus (BX41). 
8. ANÁLISIS DE LA CLONALIDAD EN TUMORES  
La gran diversidad de moléculas de las inmunoglobulinas (Ig) y receptores de linfocitos T  (TCR) 
se consigue mediante un proceso de reordenamiento genético: existe un número limitado de 
regiones de DNA denominadas Variable (V), Diversidad (D) y Unión (J) que codifican la porción 
variable de las Igs y TCR que se unen de forma aleatoria dando lugar a una combinación diferente 
y específica para cada clon de linfocitos B o T. De este modo, cada linfocito tendrá una sola 
versión de todas las posibles combinaciones de los genes V, D y J y, durante una respuesta 
inmune, sólo los linfocitos portadores de los reordenamientos V-D-J más afines a los antígenos 
presentados entrarán en proliferación o expansión clonal.  
Las neoplasias linfoides son monoclonales y en la gran mayoría de estas proliferaciones, 
el reordenamiento de los genes de las inmunoglobulinas y de los receptores de los linfocitos T 
precede a la transformación cancerígena. Por ello, todas las células derivadas de una misma 
célula progenitora maligna compartirán un DNA reordenado de forma similar y expresarán los 
mismos receptores. Por esta razón, el análisis de las Igs o del TCR mediante las técnicas de 
Southern Blot o PCR permite detectar la clonalidad de poblaciones de células linfoides B o T. 
Para estudiar si la hiperplasia linfoide de los ratones transgénicos Sca1-HGAL era de 
origen clonal, se realizó la técnica de Southern Blot como se describe en el apartado 1.4.1. Se 
utilizó para ello DNA de bazos de 8 ratones Sca1-HGAL y 2 ratones control “wild-type” que se 
digirieron con el enzima de restricción EcoRI y el DNA se incubó con la sonda 3´JH4, que hibrida 
con la región J de la cadena pesada de las inmunoglobulinas. Dicha sonda de 1,6kb, se preparó 
  
   




mediante digestión del plásmido JH4.3 con los enzimas HindIII y EcoRI. Se usó DNA de un tumor 
monoclonal como control positivo y DNA del bazo de un ratón control “wild-type” como control 
negativo. 
Al mismo tiempo, se extrajo DNA genómico de bazo de ratones transgénicos Sca1-HGAL 
(n=7) y 2 bazos controles “wild-type” y se realizó una PCR de reordenamientos VDJ475.  
Se  preparó una mezcla de reacción conteniendo 2µL del cebador forward 0,1µg/µL; 2µL 
del cebador reverse 0,1µg/µL; 5µL de un buffer comercial  (Ref. 2900162, 5PRIME) con MgCl2 
15mM  ; 5µL dNTPs 2mM; 0,5µL del enzima Taq DNA polimerasa (Ref. 2900163, 5PRIME); 
34,5µL MPW y  1µL de DNA (a una concentración entre 166 y 192ng/µL). 
Se  usaron los siguientes oligonucleótidos o cebadores: 
  
§ Oligonucleótidos sentido o sense:  
- Para la cadena pesada:  
VHJ558: 5´ CGA GCT CTC CAR CAC AGC CTW CAT GCA RCT CAR C 3´ 
VH7183: 5´ CGG TAC CAA GAA SAM CCT GTW CCT GCA AAT GAS C 3´ 
VHQ52: 5´ CGG TAC CAG ACT GAR CAT CAS CAA GGA CAA YTC C 3´ 
VHGam3.8: 5´CAA GGG ACG GTT TGC CTT CTC TTT GGA A 3´ 
VH3609: 5´KCY YTG AAG AGC CRR CTC ACA ATC TCC 3´ 
DH: 5´ TTC AAA GCA CAA TGC CTG GCT 3´ 
- Para la cadena ligera:  
Vκ : 5´GGC TGC AGS TTC AGT GGC AGT GGR TCW GGR AC 3´ 
Vλ1: 5´GCC ATT TCC CCA GGC TGT TGT GAC TCA GG 3´ 
- Para la región constante:  
Cµ: 5´ TGG CCA TGG GCT GCC TAG CCC GGG ACT T 3´ 
 
§ Oligonucleótidos antisentido o antisense:  
- Para la cadena pesada:  
  
   




JH4: 5´TCT CAG CCG GCT CCC TCA GGG 3´ 
JH3: 5´GTC TAG ATT CTC ACA AGA GTC CGA TAG ACC CTG G 3´ 
- Para la cadena ligera:  
Jκ5: 5´ATG CGA CGT CAA CTG ATA ATG AGC CCT CTC C 3´ 
Jλ1-3: 5´ ACT CAC CTA GGA CAG TCA GCT TGG TTC C 3´ 
- Para la región constante:  
Cµ: 5´GCC TGA CTG AGC TCA CAC AAG GAG GA 3´ 
K: G ó T; M: A ó C; S: C ó G; R: A ó G; W: A ó T; Y: C ó T 
 
La mezcla de reacción se amplificó usando un termociclador de gradiente (Mastercycler, 
Eppendorf) mediante las siguientes combinaciones de oligonucleótidos y programas de PCR: 








95ºC,  4´+ [95ºC, 1´+65ºC, 1´+ 72ºC, 1´45´´] x 35 ciclos + 72ºC, 10´ + 4ºC 
 
§ Cadenas ligeras:  
Vκ-Jκ5 
95ºC,  4´+ [95ºC, 1´+ 62ºC, 1´+ 72ºC, 1´45´´] x 31 ciclos + 72ºC, 10´ + 4ºC 
 
  
   





94ºC,  4´ 30´´+ [94ºC, 30´´+ 60ºC, 1´+ 72ºC, 1´45´´] x 35 ciclos + 72ºC, 10´ + 4ºC 
Los amplicones se cargaron en un gel de agarosa al 1,5% (25µL junto con 30µL de 
tampón de carga). Como control positivo se usó DNA de linfocitos B de bazo de ratón control “wild-
type” separados por citometría de flujo (B220+ CD19+ IgM+) y, como control negativo, DNA de 
linfocitos T de timo CD4+ CD8+. 
El análisis de la clonalidad en tumores se realizó en colaboración con el grupo del Dr. 
César Cobaleda Hernández del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa de Madrid. 
9. ESTUDIOS FUNCIONALES EN LINFOCITOS MURINOS 
9.1.  Formación de centros germinales tras inmunización con un estímulo 
dependiente de linfocitos T  
Para inducir la formación de centros germinales en los ratones, se procedió a la inmunización de 
los mismos con una solución de eritrocitos de cordero (SRBCs, sheep red blood cells, Ref. SR 
0051C, Thermo Scientific). Se tomaron 5mL de la solución concentrada y se diluyeron en 50mL de 
PBS (tampón fosfato salino) 1X Na. Se procedió a una centrifugación de 10 minutos a 2500 rpm y 
el botón celular se volvió a resuspender en 50mL de PBS 1X Na. Estos dos últimos pasos se 
repitieron 3 veces más y la solución se llevó finalmente a una concentración de 2x109 células/mL. 
Una vez preparada la solución a la concentración indicada, se inyectaron 100µL de la misma 
intraperitonealmente en ratones control “wild-type” y ratones transgénicos. El tiempo óptimo para 
analizar la reacción del centro germinal es de 10-12 días482, período tras el cual se sacrificaron los 
animales inmunizados, junto con un control “wild-type” no inmunizado. Se aisló el bazo de dichos 
ratones, tomándose parte de él para su análisis por anatomía patológica (apartado 7) y otra parte, 
para su estudio por citometría de flujo, (apartado 6). Específicamente, se usaron 200µL de bazo 
(2x106 células)  y éste se tiñó con los anticuerpos B220, GL7, PNA y CD95.  
9.2. Ensayo de actividad de RhoA 
La familia de Rho de pequeñas GTPasas, comprende al menos 20 miembros, de los cuales, los 
más caracterizados son Rac1, RhoA y Cdc42. Estas proteínas están involucradas en una amplia 
variedad de respuestas celulares, como son la reorganización del citoesqueleto, la regulación de 
la transcripción, migración celular, transformación celular y metastásis. Rho alterna entre una 
forma activa, unida a GTP y otra, inactiva, unida a GDP.  Estudios previos in vitro213 demostraron 
que HGAL induce la activación de RhoA. Por ello, examinamos los niveles de GTP unidos a RhoA 
  
   




en linfocitos B de ratones transgénicos con y sin hiperplasia linfoide y controles “wild-type” usando 
el kit comercial G-LISA RhoA activation kit (Ref. BK124, Cytoskeleton).  
 
El kit contiene una proteína de unión a Rho-GTP, inmovilizada en los pocillos de una placa. 
La forma activa de Rho, unida a GTP, se une a los pocillos mientras que la forma inactiva, unida a 
GDP, se elimina durante los lavados. Se purificaron linfocitos B de bazo de ratones transgénicos 
Sca1-HGAL y controles “wild-type” y se estimularon con 1µg/mL de ácido lisofosfatídico (LPA) 
durante 45 segundos. Las células, una vez estimuladas, se lavaron con PBS frío y tras retirar esta 
solución por completo, se lisaron las células en tampón de lisis frío (70µL por cada placa de 
35mm). Los lisados se transfirieron a tubos colocados en hielo, se centrifugaron a 4ºC 10000g 
durante 1 minuto y se midió la concentración de proteínas en el lisado celular (concentración entre 
2mg/mL y 0,4mg/mL).  
 
Como blanco se usaron 60µL de tampón de lisis con 60µL de tampón de unión y, como 
control positivo, se usaron 12µL de proteína Rho control diluida en 48µL de tampón de lisis y 60µL 
de tampón de unión. De éstos, se pipetearon 50µL en cada pocillo por duplicado. Al mismo tiempo, 
se añadió un volumen equivalente de tampón de unión a los lisados celulares y se cargaron 50µL 
de cada muestra por triplicado.   
 
La placa se colocó en agitación durante 30minutos a 4ºC a 400rpm. Tras este período de 
incubación, la placa se lavó dos veces con 200µL de tampón de lavado y  se añadieron 200µL de 
tampón presentador de antígeno, incubando exactamente dos minutos a temperatura ambiente. 
Se lavó de nuevo tres veces con 200µL de tampón de lavado y se añadieron 50µL del anticuerpo 
primario anti-RhoA en tampón de dilución 1/250 y se dejó incubando la placa durante 45 minutos a 
temperatura ambiente con agitación a 400rpm. Pasado este tiempo, se lavó de nuevo tres veces 
con 200µL de tampón de lavado y se añadieron 50µL del anticuerpo secundario conjugado con 
HRP y diluido 1/62,5 en tampón de dilución. Se dejó incubando 45 minutos a temperatura 
ambiente con agitación 400rpm y pasada la incubación, se lavó el exceso de anticuerpo.  
 
Para el revelado, se mezclaron cantidades equivalentes de los reactivos A y B del kit y se 
añadieron 50µL de este reactivo de detección de HRP por cada pocillo, incubando a 37ºC entre 10 
y 15min. La reacción fue interrumpida, añadiendo 50µL del tampón HRP Stop buffer y se midió la 




   




9.3. Ensayo de proliferación de esplenocitos 
Con el objetivo de analizar los efectos de HGAL en la proliferación celular, se tomaron 
bazos de ratones Sca1-HGAL jóvenes, de ratones Sca1-HGAL hiperplásicos y de ratones 
controles “wild-type” y los esplenocitos se aislaron por disociación mecánica. Los linfocitos B se 
purificaron eliminando para ello las células que no eran B usando el kit comercial de aislamiento 
de linfocitos B de ratón de Miltenyi Biotec (Ref. 130-090-862, MACS, Miltenyi Biotec). El sistema 
de aislamiento MACS se basa en la separación por magnetismo, de tal forma que las células son 
incubadas con un conjunto de anticuerpos conjugados con microperlas magnéticas. Así, las 
células que presenten los marcadores frente a los anticuerpos utilizados, quedan retenidas en el 
campo magnético de un separador.   
107 células de bazo se resuspendieron en 40µL de una solución conteniendo tampón 
fosfato salino pH 7,2; 0,5% de seroalbúmina bovina y 2mM de EDTA. Se añadieron 10µL de un 
cocktail de anticuerpos biotinilados conteniendo CD43 (Clon Ly48), CD4 (Clon L374) y Ter119. 
Estos marcadores son característicos de linfocitos T, células NK, células dendríticas, macrófagos, 
granulocitos y células eritroides. Los anticuerpos se incubaron con las células durante 5 minutos a 
2-8ºC, período tras el cual se añadieron 30µL del tampón fosfato salino y 20µL de microperlas 
anti-biotina.  
La mezcla se dejó incubando durante 10 minutos más y tras ajustar el volumen a un 
mínimo de 500µL de tampón, se procedió a la separación magnética. Así, las muestras se pasaron 
por columna, de manera que las células positivas para los marcadores CD43, CD4 y Ter119 
quedaron retenidas en la misma, recogiéndose los linfocitos B que son negativos para dichos 
marcadores.  
La pureza de la fracción aislada se confirmó por citometría de flujo, siendo más del 97%. 
Se sembraron 2x105 células por pocillo en 100µL de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de 
suero bovino fetal, antibióticos y β-Mercaptoetanol y dichas células fueron estimuladas con 
concentraciones crecientes de anti-IgM durante 48 horas, en concreto, 0; 0,5µg/mL; 2µg/mL y 
8µg/mL de anti-IgM.  
Tras la estimulación, las células se incubaron con 0,5mCi de timidina marcada 
radioactivamente [3H] por pocillo durante 20 horas adicionales. Las células marcadas, se 
recogieron y la incorporación de timidina se cuantificó por un contador de centelleo líquido.  
Los ensayos de actividad de RhoA y el de proliferación de esplenocitos se llevaron a cabo 
en el grupo del Dr. Izidore Lossos de la Universidad de Miami. 
  
   




9.4. Estudio de apoptosis mediante citometría de flujo 
La hiperplasia linfoide observada en los ratones Sca1-HGAL se podía deber a un incremento en la 
proliferación de los linfocitos B o, bien, a un incremento en la supervivencia de estos. Con el fin de 
analizar la supervivencia de los esplenocitos en cultivo, se tomó bazo de 3 ratones Sca1-HGAL y 
de 3 ratones controles “wild-type” y se disgregó bajo campana usando un filtro celular de nylon con 
un tamaño de poro de 70µm (Ref. 352350, BD Falcon) con la ayuda  del émbolo estéril de una 
jeringa de 5mL. Las células fueron recogidas en 50mL de PBS 1X Na y tras lavarlas mediante 
centrifugación 5 minutos a 1400 rpm a temperatura ambiente, se resuspendieron en medio DMEM 
5% FCS (suero bovino fetal).  
La apoptosis fue analizada a las 0, 48, 96 y 144 horas, tomando 3mL del medio de cultivo 
celular y examinando los marcadores Anexina V y ioduro de propidio. Más concretamente,  se 
contó la celularidad de cada muestra y, tras el contaje, las muestras se lavaron con PBS 1X Na 
mediante centrifugación durante 5min. a 1500 rpm a temperatura ambiente. Finalmente, el botón 
celular fue resuspendido en tampón o buffer de unión para Anexina V (10mM Hepes pH 7,4 (Ref. 
15630-056, Gibco); 140mM NaCl; 2,5mM CaCl2) para obtener una concentración de 10x106 
células/mL, de las que se usaron 100µL de muestra (1x106 células) para cada tinción. Se 
añadieron 5µL de Anexina V-FITC (Ref. 556420, BD Pharmigen) a una concentración final de 
1µg/mL y 1µL del anticuerpo B220-APC (Ref. 553092, BD Pharmingen) y, tras incubación durante 
10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad, se añadió ioduro de propidio a una 
concentración final de 2µg/mL. Las muestras se adquirieron en un citómetro C6 Accuri (Becton 
Dickinson). Los datos se exportaron como archivos FCS y se analizaron con el Software FlowJo 
(TreeStar Inc.). 
10. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN DE HGAL MEDIANTE TÉCNICAS IN 
VITRO 
Todos los experimentos descritos a continuación, se realizaron en colaboración con el grupo del 
Doctor Izidore Lossos de la Universidad de Miami. 
10.1. Anticuerpos y reactivos utilizados 
Los anticuerpos monoclonales de ratón anti-HGAL y las proteínas recombinantes HGAL-TRX y 
HGAL-GST se generaron en el laboratorio del Doctor Izidore Lossos de la Universidad de 
Miami212,213.  
  
   




Los anticuerpos utilizados fueron anti-SYK(D-3), BTK (DFS), BLNK (2B11), PLCγ2 (Q-20), 
p-PLCγ2 (Tyr753), ERK2 (C-14), JNK (FL), p-ERK (E-4), p-JNK (G-7), GST (1E5), RhoA (26C4) 
adquiridos en Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA); p-p38 MAPK (thr180/Tyr182) 
(28B10), p38 MAPK (5F11), BLNK (pY96) de Cell Signaling Tech. Inc. (Danvers, MA); p-SYK 
(pY352), p-BTK (pY551), p-BLNK (pY84) de BD Biosciences (San José, CA).  
El epítopo V5 y los anticuerpos Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (H+L), Pacific Orange™ 
F(ab')2 fragment of goat anti-rabbit IgG (H+L) y goat F(ab')2 anti-human IgM se adquirieron en 
Invitrogen (Carlsbad, CA). Se usaron también los anticuerpos β-actina (St.Louis, MO), goat F(ab')2 
anti-mouse IgM y todo el panel de isotipos de inmunoglobulinas de ratón (SouthernBiotech, 
Birminghan, AL). 
Los plásmidos codificantes de la versión completa de HGAL (pcDNA3.1-HGAL) y las 
versiones mutantes truncadas codificantes de los aminoácidos 1-79 (pcDNA3.1-HGAL(1-79)) y 1-
118 (pcDNA3.1-HGAL (1-118)) y los mutantes en tirosina HGAL (Y128F), HGAL (Y148F) y HGAL 
(Y106FY107F) se generaron en el laboratorio del Dr. Izidore Lossos82.  
Los plásmidos pcDNA3-Flag-Syk en su versión completa y su dominante negativo 
pcDNA3-Flag-Syk-DN fueron donados por el Doctor Yumi Tohyama483.  
Los plásmidos pGL3-NFAT y pGL3-NFκβ se adquirieron en Addgene y Promega, respectivamente. 
10.2. Líneas celulares utilizadas 
Para los experimentos in vitro de función de HGAL se usaron las líneas celulares humanas de 
linfoma no Hodgkin Raji, VAL, BJAB y HBL1.  
 
Las líneas celulares Raji, HBL1 y VAL fueron crecidas en medio RPMI 1640 (Fisher 
Scientific, Santa Clara, CA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS; Hyclone Logan, 
UT), 2mM de glutamina y 100 unidades/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina 
(Invitrogen-GIBCO, Grand Island, NY) a 37ºC y 5% de CO2. 
Los linfocitos B humanos fueron aislados de sangre de donantes sanos usando el equipo EasySep 
Human B cell enrichment kit (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada). 
10.3. Transfección de líneas celulares 
Para la transfección de plásmidos o siRNA en las líneas celulares utilizadas y en los linfocitos B de 
bazo se usó el equipo de transfección Amaxa Nucleofector Kit (Amaxa Inc. Gaiphersburg, MD). 
Para ello, 3 millones de células por muestra de Nucleofector, fueron centrifugadas durante 5 
minutos a 200g, y después, resuspendidas a temperatura ambiente en 100µL de solución 
  
   




Nucleofector V en el caso de las células Raji, VAL o HBL-1, o bien en 100µL de solución 
Nucleofector para linfocitos B humanos, en el caso de los esplenocitos o las células BJAB.  
2µg de siRNA o de los correspondientes plásmidos se añadieron a las suspensiones 
celulares y éstas fueron transferidas a cuvetas Amaxa. La nucleofección se realizó usando el 
programa U-015 para los linfocitos B humanos, el programa M-013 para la línea celular Raji y el 
programa X-001 para las líneas celulares VAL, BJAB o HBL-1. Tras la transfección, las células 
fueron incubadas durante 48h en un incubador a 37ºC y atmósfera de 5% de CO2. 
10.4. Extracción de proteínas e inmunoprecipitación 
Un total de 5 millones de células fueron homogeneizadas en tampón RIPA (1X PBS o tampón 
fosfato salino, 1% Nonidet P-40, 0,5% desoxicolato de sodio, 0,1% SDS o dodecil sulfato sódico, 
PMSF o fluoruro de fenilmetilsulfonilo 10mM, 1µg/mL de aprotinina, y ortovanadato de sodio 
100mM) durante 5 minutos en hielo. El lisado celular fue centrifugado a 14000g durante 5 minutos 
a 4ºC para eliminar el material insoluble. La concentración proteica fue determinada usando el 
ensayo Coomassie (Thermo Scientific, Rockford, IL) y las muestras fueron ajustadas a igual 
concentración proteica.  
Para la técnica del Western Blot (descrita con más profundidad en el apartado 3.1.) se 
usaron 20µg de lisado celular que fue separado por electroforesis en geles de poliacrilamida al 
12% (SDS-PAGE) y transferido a membranas de PVDF o fluoruro de polivinilideno (BioRad, 
Hercules, CA). Las membranas fueron bloqueadas en PBST (PBS 0,1% Tween 20) con 5% de 
leche durante una hora y se incubaron con el anticuerpo primario durante una hora a temperatura 
ambiente o bien, durante toda la noche a 4ºC. Las membranas fueron posteriormente lavadas tres 
veces durante 5 minutos con PBST e incubadas con los anticuerpos secundarios correspondientes 
conjugados con peroxidasa de rábano. Se revelaron mediante una reacción de 
quimioluminiscencia, usando los sustratos SuperSignal Western pico o femto (Pierce Biotech, 
Rockford, IL). 
Para la inmunoprecipitación se usaron 400µg de proteína, que se precipitó durante una o 
dos horas con el anticuerpo correspondiente a 4ºC con rotación. Se añadieron perlas o beads de 
proteína G agarosa (Invitrogen, Carlsbad, CA) o bien beads TrueBlotTM anti-Mouse Ig 
(eBioscience, San Diego, CA) y la mezcla fue sometida a rotación durante una hora adicional.   
10.5. Ensayos pull-down GST (Glutatión S-transferasa) 
El complejo TRX-HGAL (1µg, generado en el laboratorio del Dr. Izidore Lossos213) se incubó con 
los complejos GST-Syk (P3925, Abnova, Taipei, Taiwan) , GST-Grb2 (Sigma, St. Louis, MO) o 
  
   




GST (1E5, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) (1µg de cada uno),  durante 12 horas a 
4ºC con rotación constante en tubos de 1,5mL conteniendo 300µL de bolas beads Glutatión-
Sefarosa 4B pre-equilibradas en PBS. Estas reacciones fueron después centrifugadas a 600g 
durante 5 minutos y lavadas 5 veces con 1mL de PBS. Las proteínas unidas a las beads fueron 
eluídas (Tris-Hcl pH 8 50mM, glutatión reducido 10mM) y resueltas en un gel de poliacrilamida al 
12%. Dichas proteínas fueron posteriormente analizadas mediante Western Blot usando los 
anticuerpos anti-GST (Santa Cruz Biotechnology) o anti-HGAL. 
10.6. Medida de los niveles de calcio intracelular  
Las líneas celulares humanas de linfoma (5 millones de células) o los esplenocitos murinos (10 
millones de células) fueron lavados dos veces con medio RPMI 1640 y teñidos con Fluo-4AM 2µM 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 30 minutos a 37ºC. Las células se lavaron de nuevo dos veces 
con medio RPMI 1640 y fueron estimuladas con anticuerpos anti-IgM (goat F(ab')2 IgM anti-
humano, Invitrogen y goat F(ab')2 IgM anti-ratón, SouthernBiotech). La movilización del calcio 
intracelular fue medida en tiempo real en un citómetro de flujo LSR II (BD Biosciences, San Jose, 
CA) con un láser a 488nm. Los datos fueron analizados utilizando el software FlowJo 7.6.4. 
10.7. Análisis de la actividad quinasa de la proteína SYK 
La actividad quinasa de SYK fue medida usando el equipo comercial Omnia kinase assay kit 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Estos ensayos utilizan una tecnología basada en un sustrato peptídico 
de fluorescencia para la detección rápida, homogénea y sensible de la actividad enzimática. Así, el 
aumento en actividad quinasa resulta en un aumento de la fluorescencia.  
Para ello, la proteína SYK fue inmunoprecipitada de células Raji estimuladas con anti IgM 
durante 1 minuto o sin estimular  y se añadió la proteína HGAL purificada. Se usaron como 
controles negativos aquellos inmunoprecipitados que llevaban sólo el anticuerpo control y las 
beads, la proteína HGAL sin SYK y el agua. Tras la adicción del tampón de reacción de tirosina, 
se usó el instrumento SpectraMax M5 (Molecular Devices Inc, Sunnyvale, CA) para grabar cada 
30 segundos durante 40 minutos la fluorescencia en modo cinético a 30ºC, con unas longitudes de 
onda de excitación y emisión de 360 y 485nm, respectivamente.  
10.8. Ensayo de luciferasa 
Células de linfoma no Hodkgin fueron transfectadas con plásmidos que contenían el gen de la 
luciferasa bajo el control transcripcional de elementos de respuesta a NFAT y NFκβ, a los que se 
bajó la expresión de HGAL mediante RNAs de silenciamiento (siRNA, Santa Cruz Biotechnology). 
  
   




Más detalladamente, células Raji y VAL fueron cotransfectadas en triplicado con 4µg del 
plásmido pNFκβ-Luc (conteniendo la actividad luciferasa de luciérnaga) ó 4µg de pNFAT-Luc,  el 
vector pRL-TK (20ng, Promega, Madison, WI) productor de la forma constitutivamente activa de la 
luciferasa de Renilla reniformis y 2µg  de los RNAs de silenciamento para HGAL: ON-TARGETplus 
SMARTpool HGAL siRNA ó el control  ON-TARGETplus Non-Targeting pool siRNA (Dharmacon 
RNA Technologies) usando para ello el equipo Amaxa Nucleofector.  
Las actividades luciferasa de la luciérnaga (Photinus pyralis) y de R reniformis se 
detectaron usando el equipo Dual Luciferase assay kit (Promega, Madison, WI) en los lisados 
celulares.  En este ensayo, las actividades luciferasa de la luciérnaga y de Renilla se miden 
secuencialmente en una misma muestra. La actividad de la luciérnaga se midió primero añadiendo 
100µL del reactivo Luciferasa Assay Reagent II (LAR II) para generar una señal luminiscente 
estabilizada. Tras cuantificar dicha señal, se añadieron 100µL del reactivo Stop & Glo para parar 
dicha reacción e iniciar la reacción de la luciferasa de Renilla. La actividad luciferasa fue 
normalizada con la actividad Renilla. 
10.9. Microscopía de fluorescencia 
La localización subcelular de HGAL y SYK se llevó a cabo por fluorescencia STED (stimulated 
emission depletion)484. La microscopía STED se basa en los principios de la tecnología láser y la 
microscopía de fluorescencia. En la microscopía de fluorescencia un rayo láser enfocado excita 
moléculas de un pigmento contenidas en una muestra de ensayo, de forma que emitan luz. La 
luminiscencia residual de la sustancia pigmentante se utiliza para mejorar la resolución. En la 
tecnología STED un 2º rayo láser incide sobre la muestra justo después de haber sido ésta 
excitada por el primero. Esto permite que las moléculas de pigmento excitadas reposen 
nuevamente antes de la emisión de la luz fluorescente. El segundo rayo se posiciona en torno al 
primero, formando un anillo para asegurar que sólo brillarán unas pocas moléculas en el centro del 
punto del láser. Este método permite que las estructuras situadas en el foco sean visualizadas con 
una nitidez mucho mayor, de forma más estructurada e incluso con efecto espacial.  
Para ello, los cubreobjetos (Zeiss 170µm coverglasses, Ref. 474030-9000, Carl Zeiss) 
fueron recubiertos con 30µg/mL de una solución de fibronectina (BD Biosciences, San Jose, CA) 
en tampón fosfato salino (PBS) durante 1 hora. Células Raji fueron sembradas en portaobjetos 
recubiertos de fibronectina durante 1 hora y estimuladas con el anticuerpo anti-IgM durante 1 
minuto. Las células fueron fijadas con tampón fosfato salino conteniendo 3,7% de 
paraformaldehído durante 15 minutos y lavadas tres veces con PBS durante 10 minutos. 
Posteriormente, fueron permeabilizadas con la solución PBST (conteniendo PBS + 0,2% del 
  
   




detergente Triton X100) durante 10 minutos, lavadas de nuevo, y bloqueadas con tampón fosfato 
salino conteniendo 1% de suero bovino fetal durante 30 minutos.  
Las células se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos anti-
Syk y anti-HGAL a dilución 1:50 y, tras la incubación, las muestras se lavaron 3 veces con tampón 
fosfato salino durante 10 minutos. Se añadieron los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 goat 
anti ratón IgG ó Pacific Orange anti-conejo IgG (Life Technologies) durante 1 hora. Tras un lavado 
extenso de dichos anticuerpos, las muestras fueron montadas con el reactivo ProLong Gold 
Antifade (Ref. P36930, Life Technologies).  
Las imágenes fueron adquiridas usando un microscopio Leica TCS SP5 II STED CW, con 
un objetivo Leica HCX 100x/1.4 NA. La excitación de fluorescencia se realizó a 458nm (Pacific 
Orange) y 488nm (Alexa Fluor 488). 
11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO Y EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS 
Con el objetivo de analizar si las diferencias entre grupos y condiciones experimentales eran 
significativas se llevaron a cabo estudios estadísticos de los mismos.  
El software GraphPad Prism 5.00 (San Diego, California, USA) se utilizó para el análisis de 
las curvas de supervivencia utilizando los estadísticos Log-rank (Mantel-Cox) Test y Gehan-
Breslow-Wilcoxon Test. El análisis de la varianza de una vía (ANOVA) se utilizó para representar y 
analizar los niveles de expresión del gen Sca1 en linfocitos B de ratones transgénicos Sca1-HGAL 
y ratones controles “wild-type”, así como para la representación del porcentaje de células B B1. El 
mismo test estadístico se utilizó para representar y analizar la expresión de Lmo2 y Cdkn2a en los 
ratones transgénicos Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 así como el número total y porcentaje de las 
distintas poblaciones celulares y, el porcentaje de células B de centro germinal y del resto de 
poblaciones hematopoyéticas entre los distintos ratones Rosa26HGAL. Se usaron igualmente tests 
estadísticos post-ANOVA para analizar la significación por pares de grupos: el test Bonferroni para 
datos paramétricos, o el test de Dunn para datos no paramétricos. 
Se usó un análisis de la varianza (ANOVA) de dos vías para el ensayo de proliferación 
celular de linfocitos B en ratones Sca1-HGAL y el número total de células de bazo y médula ósea 
se representó usando el mismo test en el software GraphPad Prism. 
El análisis estadístico t de Student se utilizó para el resto de experimentos en ratones 
Sca1-HGAL y para la comparación de los niveles de inmunoglobulinas en suero de los ratones 
Rosa26HGAL. Los p-valores inferiores a 0,05 fueron considerados como estadísticamente 
significativos.  
  
   




Se utilizó la herramienta Microsoft Office Excel para representar los resultados de los 
experimentos de la luciferasa como el cociente de Luc/Rlu, así como para representar la actividad 
quinasa de Syk, la concentración de inmunoglobulinas en suero y la actividad de RhoA en los 
experimentos realizados con ratones Sca1-HGAL. El porcentaje de células tdTOMATO positivas 
así como los diagnósticos de anatomía patológica y la concentración de inmunoglobulinas en 
suero en ratones Sca1-tdTOMATO-IRES-LMO2 se representaron utilizando de igual modo la 
herramienta Excel de Microsoft. Todas las tablas incluidas en la introducción, resultados y material 
y métodos se han elaborado igualmente gracias a este software. 














   











               









































   





1 Haber, D. & Harlow, E. Tumour-suppressor genes: evolving definitions in the genomic age. Nature 
genetics 16, 320-322, doi:10.1038/ng0897-320 (1997). 
2 Hunter, T. Oncoprotein networks. Cell 88, 333-346 (1997). 
3 Hanahan, D. & Weinberg, R. A. The hallmarks of cancer. Cell 100, 57-70 (2000). 
4 Hanahan, D. & Weinberg, R. A. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 144, 646-674, 
doi:10.1016/j.cell.2011.02.013 (2011). 
5 Etzioni, R. et al. The case for early detection. Nature reviews. Cancer 3, 243-252, 
doi:10.1038/nrc1041 (2003). 
6 Vicente-Duenas, C., Romero-Camarero, I., Cobaleda, C. & Sanchez-Garcia, I. Function of 
oncogenes in cancer development: a changing paradigm. The EMBO journal 32, 1502-1513, 
doi:10.1038/emboj.2013.97 (2013). 
7 Clevers, H. The cancer stem cell: premises, promises and challenges. Nature medicine 17, 313-319, 
doi:10.1038/nm.2304 (2011). 
8 Sanchez-Garcia, I., Vicente-Duenas, C. & Cobaleda, C. The theoretical basis of cancer-stem-cell-
based therapeutics of cancer: can it be put into practice? BioEssays : news and reviews in molecular, 
cellular and developmental biology 29, 1269-1280, doi:10.1002/bies.20679 (2007). 
9 Virchow, R. Editorial. Virchows Archiv fur Pathologische Anatomie und Physiologie und fur Klinische 
Medizin (1855). 
10 Cohnheim, J. Ueber entzundung und eiterung. Virchows Archiv fur Pathologische Anatomie und 
Physiologie und fur Klinische Medizin 40, 1-79 (1867). 
11 Furth, J. The transmission of leukemia of mice with a single cell. The American Journal of Cancer 31, 
276–282 (1937). 
12 Kleinsmith, L. J. & Pierce, G. B., Jr. Multipotentiality of Single Embryonal Carcinoma Cells. Cancer 
research 24, 1544-1551 (1964). 
13 Park, C. H., Bergsagel, D. E. & McCulloch, E. A. Mouse myeloma tumor stem cells: a primary cell 
culture assay. Journal of the National Cancer Institute 46, 411-422 (1971). 
14 Hamburger, A. & Salmon, S. E. Primary bioassay of human myeloma stem cells. The Journal of 
clinical investigation 60, 846-854, doi:10.1172/JCI108839 (1977). 
15 Hamburger, A. W. & Salmon, S. E. Primary bioassay of human tumor stem cells. Science 197, 461-
463 (1977). 
16 Lapidot, T. et al. A cell initiating human acute myeloid leukaemia after transplantation into SCID mice. 
Nature 367, 645-648, doi:10.1038/367645a0 (1994). 
17 Bonnet, D. & Dick, J. E. Human acute myeloid leukemia is organized as a hierarchy that originates 
from a primitive hematopoietic cell. Nature medicine 3, 730-737 (1997). 
18 Al-Hajj, M., Wicha, M. S., Benito-Hernandez, A., Morrison, S. J. & Clarke, M. F. Prospective 
identification of tumorigenic breast cancer cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America 100, 3983-3988, doi:10.1073/pnas.0530291100 (2003). 
19 Singh, S. K. et al. Identification of human brain tumour initiating cells. Nature 432, 396-401, 
doi:10.1038/nature03128 (2004). 
  
   




20 Dalerba, P. et al. Phenotypic characterization of human colorectal cancer stem cells. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 104, 10158-10163, 
doi:10.1073/pnas.0703478104 (2007). 
21 O'Brien, C. A., Pollett, A., Gallinger, S. & Dick, J. E. A human colon cancer cell capable of initiating 
tumour growth in immunodeficient mice. Nature 445, 106-110, doi:10.1038/nature05372 (2007). 
22 Ricci-Vitiani, L. et al. Identification and expansion of human colon-cancer-initiating cells. Nature 445, 
111-115, doi:10.1038/nature05384 (2007). 
23 Li, F., Tiede, B., Massague, J. & Kang, Y. Beyond tumorigenesis: cancer stem cells in metastasis. 
Cell research 17, 3-14, doi:10.1038/sj.cr.7310118 (2007). 
24 Zhu, A. J. & Watt, F. M. beta-catenin signalling modulates proliferative potential of human epidermal 
keratinocytes independently of intercellular adhesion. Development 126, 2285-2298 (1999). 
25 Korinek, V. et al. Depletion of epithelial stem-cell compartments in the small intestine of mice lacking 
Tcf-4. Nature genetics 19, 379-383, doi:10.1038/1270 (1998). 
26 Bhardwaj, G. et al. Sonic hedgehog induces the proliferation of primitive human hematopoietic cells 
via BMP regulation. Nature immunology 2, 172-180, doi:10.1038/84282 (2001). 
27 Zhang, Y. & Kalderon, D. Hedgehog acts as a somatic stem cell factor in the Drosophila ovary. 
Nature 410, 599-604, doi:10.1038/35069099 (2001). 
28 Varnum-Finney, B. et al. Pluripotent, cytokine-dependent, hematopoietic stem cells are immortalized 
by constitutive Notch1 signaling. Nature medicine 6, 1278-1281, doi:10.1038/81390 (2000). 
29 Henrique, D. et al. Maintenance of neuroepithelial progenitor cells by Delta-Notch signalling in the 
embryonic chick retina. Current biology : CB 7, 661-670 (1997). 
30 Ellisen, L. W. et al. TAN-1, the human homolog of the Drosophila notch gene, is broken by 
chromosomal translocations in T lymphoblastic neoplasms. Cell 66, 649-661 (1991). 
31 Polakis, P. Wnt signaling and cancer. Genes & development 14, 1837-1851 (2000). 
32 Chan, E. F., Gat, U., McNiff, J. M. & Fuchs, E. A common human skin tumour is caused by activating 
mutations in beta-catenin. Nature genetics 21, 410-413, doi:10.1038/7747 (1999). 
33 Wechsler-Reya, R. & Scott, M. P. The developmental biology of brain tumors. Annual review of 
neuroscience 24, 385-428, doi:10.1146/annurev.neuro.24.1.385 (2001). 
34 Gailani, M. R. & Bale, A. E. Acquired and inherited basal cell carcinomas and the patched gene. 
Advances in dermatology 14, 261-283; discussion 284 (1999). 
35 Zhou, B. B. et al. Tumour-initiating cells: challenges and opportunities for anticancer drug discovery. 
Nature reviews. Drug discovery 8, 806-823, doi:10.1038/nrd2137 (2009). 
36 O'Hare, T., Corbin, A. S. & Druker, B. J. Targeted CML therapy: controlling drug resistance, seeking 
cure. Current opinion in genetics & development 16, 92-99, doi:10.1016/j.gde.2005.11.002 (2006). 
37 Oravecz-Wilson, K. I. et al. Persistence of leukemia-initiating cells in a conditional knockin model of 
an imatinib-responsive myeloproliferative disorder. Cancer cell 16, 137-148, 
doi:10.1016/j.ccr.2009.06.007 (2009). 
38 Li, X. et al. Intrinsic resistance of tumorigenic breast cancer cells to chemotherapy. Journal of the 
National Cancer Institute 100, 672-679, doi:10.1093/jnci/djn123 (2008). 
39 Diehn, M. et al. Association of reactive oxygen species levels and radioresistance in cancer stem 
cells. Nature 458, 780-783, doi:10.1038/nature07733 (2009). 
  
   




40 Bao, S. et al. Glioma stem cells promote radioresistance by preferential activation of the DNA 
damage response. Nature 444, 756-760, doi:10.1038/nature05236 (2006). 
41 Masters, J. R. & Koberle, B. Curing metastatic cancer: lessons from testicular germ-cell tumours. 
Nature reviews. Cancer 3, 517-525, doi:10.1038/nrc1120 (2003). 
42 Perez-Caro, M. & Sanchez-Garcia, I. Killing time for cancer stem cells (CSC): discovery and 
development of selective CSC inhibitors. Current medicinal chemistry 13, 1719-1725 (2006). 
43 Saito, Y. et al. Induction of cell cycle entry eliminates human leukemia stem cells in a mouse model 
of AML. Nature biotechnology 28, 275-280, doi:10.1038/nbt.1607 (2010). 
44 Vicente-Duenas, C. et al. A novel molecular mechanism involved in multiple myeloma development 
revealed by targeting MafB to haematopoietic progenitors. The EMBO journal 31, 3704-3717, 
doi:10.1038/emboj.2012.227 (2012). 
45 Fialkow, P. J., Jacobson, R. J. & Papayannopoulou, T. Chronic myelocytic leukemia: clonal origin in 
a stem cell common to the granulocyte, erythrocyte, platelet and monocyte/macrophage. The 
American journal of medicine 63, 125-130 (1977). 
46 Fialkow, P. J., Denman, A. M., Jacobson, R. J. & Lowenthal, M. N. Chronic myelocytic leukemia. 
Origin of some lymphocytes from leukemic stem cells. The Journal of clinical investigation 62, 815-
823, doi:10.1172/JCI109193 (1978). 
47 Hope, K. J., Jin, L. & Dick, J. E. Acute myeloid leukemia originates from a hierarchy of leukemic stem 
cell classes that differ in self-renewal capacity. Nature immunology 5, 738-743, doi:10.1038/ni1080 
(2004). 
48 Miyamoto, T., Weissman, I. L. & Akashi, K. AML1/ETO-expressing nonleukemic stem cells in acute 
myelogenous leukemia with 8;21 chromosomal translocation. Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the United States of America 97, 7521-7526 (2000). 
49 Kikushige, Y. et al. Self-renewing hematopoietic stem cell is the primary target in pathogenesis of 
human chronic lymphocytic leukemia. Cancer cell 20, 246-259, doi:10.1016/j.ccr.2011.06.029 (2011). 
50 Hong, D. et al. Initiating and cancer-propagating cells in TEL-AML1-associated childhood leukemia. 
Science 319, 336-339, doi:10.1126/science.1150648 (2008). 
51 Chung, S. S. et al. Hematopoietic stem cell origin of BRAFV600E mutations in hairy cell leukemia. 
Science translational medicine 6, 238ra271, doi:10.1126/scitranslmed.3008004 (2014). 
52 Lim, E. et al. Aberrant luminal progenitors as the candidate target population for basal tumor 
development in BRCA1 mutation carriers. Nature medicine 15, 907-913, doi:10.1038/nm.2000 (2009). 
53 Molyneux, G. et al. BRCA1 basal-like breast cancers originate from luminal epithelial progenitors and 
not from basal stem cells. Cell stem cell 7, 403-417, doi:10.1016/j.stem.2010.07.010 (2010). 
54 Goldstein, A. S., Huang, J., Guo, C., Garraway, I. P. & Witte, O. N. Identification of a cell of origin for 
human prostate cancer. Science 329, 568-571, doi:10.1126/science.1189992 (2010). 
55 Lawson, D. A. et al. Basal epithelial stem cells are efficient targets for prostate cancer initiation. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 107, 2610-2615, 
doi:10.1073/pnas.0913873107 (2010). 
56 Barker, N. et al. Crypt stem cells as the cells-of-origin of intestinal cancer. Nature 457, 608-611, 
doi:10.1038/nature07602 (2009). 
57 Zhu, L. et al. Prominin 1 marks intestinal stem cells that are susceptible to neoplastic transformation. 
Nature 457, 603-607, doi:10.1038/nature07589 (2009). 
  
   




58 Holland, E. C. et al. Combined activation of Ras and Akt in neural progenitors induces glioblastoma 
formation in mice. Nature genetics 25, 55-57, doi:10.1038/75596 (2000). 
59 Wang, Y. et al. Expression of mutant p53 proteins implicates a lineage relationship between neural 
stem cells and malignant astrocytic glioma in a murine model. Cancer cell 15, 514-526, 
doi:10.1016/j.ccr.2009.04.001 (2009). 
60 Marumoto, T. et al. Development of a novel mouse glioma model using lentiviral vectors. Nature 
medicine 15, 110-116, doi:10.1038/nm.1863 (2009). 
61 Sutter, R. et al. Cerebellar stem cells act as medulloblastoma-initiating cells in a mouse model and a 
neural stem cell signature characterizes a subset of human medulloblastomas. Oncogene 29, 1845-
1856, doi:10.1038/onc.2009.472 (2010). 
62 Jacques, T. S. et al. Combinations of genetic mutations in the adult neural stem cell compartment 
determine brain tumour phenotypes. The EMBO journal 29, 222-235, doi:10.1038/emboj.2009.327 
(2010). 
63 Yang, Z. J. et al. Medulloblastoma can be initiated by deletion of Patched in lineage-restricted 
progenitors or stem cells. Cancer cell 14, 135-145, doi:10.1016/j.ccr.2008.07.003 (2008). 
64 Kim, C. F. et al. Identification of bronchioalveolar stem cells in normal lung and lung cancer. Cell 121, 
823-835, doi:10.1016/j.cell.2005.03.032 (2005). 
65 Vicente-Duenas, C. et al. Tumoral stem cell reprogramming as a driver of cancer: Theory, biological 
models, implications in cancer therapy. Seminars in cancer biology, 
doi:10.1016/j.semcancer.2014.02.001 (2014). 
66 Perez-Caro, M. et al. Cancer induction by restriction of oncogene expression to the stem cell 
compartment. The EMBO journal 28, 8-20, doi:10.1038/emboj.2008.253 (2009). 
67 Vicente-Duenas, C. et al. Expression of MALT1 oncogene in hematopoietic stem/progenitor cells 
recapitulates the pathogenesis of human lymphoma in mice. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America 109, 10534-10539, doi:10.1073/pnas.1204127109 (2012). 
68 Green, M. R. et al. Transient expression of Bcl6 is sufficient for oncogenic function and induction of 
mature B-cell lymphoma. Nature communications 5, 3904, doi:10.1038/ncomms4904 (2014). 
69 Perez-Caro, M. et al. Sustained leukaemic phenotype after inactivation of BCR-ABLp190 in mice. 
Oncogene 26, 1702-1713, doi:10.1038/sj.onc.1209968 (2007). 
70 Castellanos, A. et al. Cancer as a reprogramming-like disease: implications in tumor development 
and treatment. Seminars in cancer biology 20, 93-97, doi:10.1016/j.semcancer.2010.02.001 (2010). 
71 Takahashi, K. & Yamanaka, S. Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic and adult 
fibroblast cultures by defined factors. Cell 126, 663-676, doi:10.1016/j.cell.2006.07.024 (2006). 
72 Hong, H. et al. Suppression of induced pluripotent stem cell generation by the p53-p21 pathway. 
Nature 460, 1132-1135, doi:10.1038/nature08235 (2009). 
73 Kawamura, T. et al. Linking the p53 tumour suppressor pathway to somatic cell reprogramming. 
Nature 460, 1140-1144, doi:10.1038/nature08311 (2009). 
74 Krizhanovsky, V. & Lowe, S. W. Stem cells: The promises and perils of p53. Nature 460, 1085-1086, 
doi:10.1038/4601085a (2009). 
75 Marion, R. M. et al. A p53-mediated DNA damage response limits reprogramming to ensure iPS cell 
genomic integrity. Nature 460, 1149-1153, doi:10.1038/nature08287 (2009). 
76 Zhao, Y. et al. Two supporting factors greatly improve the efficiency of human iPSC generation. Cell 
stem cell 3, 475-479, doi:10.1016/j.stem.2008.10.002 (2008). 
  
   




77 Li, H. et al. The Ink4/Arf locus is a barrier for iPS cell reprogramming. Nature 460, 1136-1139, 
doi:10.1038/nature08290 (2009). 
78 Papp, B. & Plath, K. Epigenetics of reprogramming to induced pluripotency. Cell 152, 1324-1343, 
doi:10.1016/j.cell.2013.02.043 (2013). 
79 Blelloch, R. H. et al. Nuclear cloning of embryonal carcinoma cells. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 101, 13985-13990, 
doi:10.1073/pnas.0405015101 (2004). 
80 Hochedlinger, K. et al. Reprogramming of a melanoma genome by nuclear transplantation. Genes & 
development 18, 1875-1885, doi:10.1101/gad.1213504 (2004). 
81 Bhatla, T. et al. Epigenetic reprogramming reverses the relapse-specific gene expression signature 
and restores chemosensitivity in childhood B-lymphoblastic leukemia. Blood 119, 5201-5210, 
doi:10.1182/blood-2012-01-401687 (2012). 
82 Lossos, I. S., Alizadeh, A. A., Rajapaksa, R., Tibshirani, R. & Levy, R. HGAL is a novel interleukin-4-
inducible gene that strongly predicts survival in diffuse large B-cell lymphoma. Blood 101, 433-440, 
doi:10.1182/blood-2002-06-1931 (2003). 
83 Royer-Pokora, B., Loos, U. & Ludwig, W. D. TTG-2, a new gene encoding a cysteine-rich protein with 
the LIM motif, is overexpressed in acute T-cell leukaemia with the t(11;14)(p13;q11). Oncogene 6, 
1887-1893 (1991). 
84 Royer-Pokora, B. et al. The TTG-2/RBTN2 T cell oncogene encodes two alternative transcripts from 
two promoters: the distal promoter is removed by most 11p13 translocations in acute T cell 
leukaemia's (T-ALL). Oncogene 10, 1353-1360 (1995). 
85 Lossos, I. S. et al. Prediction of survival in diffuse large-B-cell lymphoma based on the expression of 
six genes. The New England journal of medicine 350, 1828-1837, doi:10.1056/NEJMoa032520 
(2004). 
86 Natkunam, Y. et al. The oncoprotein LMO2 is expressed in normal germinal-center B cells and in 
human B-cell lymphomas. Blood 109, 1636-1642, doi:10.1182/blood-2006-08-039024 (2007). 
87 Tonegawa, S. [Molecular biology of immunologic recognition]. Tanpakushitsu kakusan koso. Protein, 
nucleic acid, enzyme 32, 239-250 (1987). 
88 Medina, K. L. et al. Identification of very early lymphoid precursors in bone marrow and their 
regulation by estrogen. Nature immunology 2, 718-724, doi:10.1038/90659 (2001). 
89 Igarashi, H., Gregory, S. C., Yokota, T., Sakaguchi, N. & Kincade, P. W. Transcription from the 
RAG1 locus marks the earliest lymphocyte progenitors in bone marrow. Immunity 17, 117-130 (2002). 
90 Loffert, D., Ehlich, A., Muller, W. & Rajewsky, K. Surrogate light chain expression is required to 
establish immunoglobulin heavy chain allelic exclusion during early B cell development. Immunity 4, 
133-144 (1996). 
91 Nemazee, D. & Weigert, M. Revising B cell receptors. The Journal of experimental medicine 191, 
1813-1817 (2000). 
92 Loder, F. et al. B cell development in the spleen takes place in discrete steps and is determined by 
the quality of B cell receptor-derived signals. The Journal of experimental medicine 190, 75-89 
(1999). 
93 Scott, E. W., Simon, M. C., Anastasi, J. & Singh, H. Requirement of transcription factor PU.1 in the 
development of multiple hematopoietic lineages. Science 265, 1573-1577 (1994). 
94 McKercher, S. R. et al. Targeted disruption of the PU.1 gene results in multiple hematopoietic 
abnormalities. The EMBO journal 15, 5647-5658 (1996). 
  
   




95 Kelley, C. M. et al. Helios, a novel dimerization partner of Ikaros expressed in the earliest 
hematopoietic progenitors. Current biology : CB 8, 508-515 (1998). 
96 Morgan, B. et al. Aiolos, a lymphoid restricted transcription factor that interacts with Ikaros to regulate 
lymphocyte differentiation. The EMBO journal 16, 2004-2013, doi:10.1093/emboj/16.8.2004 (1997). 
97 Georgopoulos, K., Winandy, S. & Avitahl, N. The role of the Ikaros gene in lymphocyte development 
and homeostasis. Annual review of immunology 15, 155-176, doi:10.1146/annurev.immunol.15.1.155 
(1997). 
98 Matthias, P. & Rolink, A. G. Transcriptional networks in developing and mature B cells. Nature 
reviews. Immunology 5, 497-508, doi:10.1038/nri1633 (2005). 
99 Schilham, M. W. et al. Defects in cardiac outflow tract formation and pro-B-lymphocyte expansion in 
mice lacking Sox-4. Nature 380, 711-714, doi:10.1038/380711a0 (1996). 
100 Schilham, M. W. & Clevers, H. HMG box containing transcription factors in lymphocyte differentiation. 
Seminars in immunology 10, 127-132, doi:10.1006/smim.1998.0114 (1998). 
101 Taniguchi, T., Ogasawara, K., Takaoka, A. & Tanaka, N. IRF family of transcription factors as 
regulators of host defense. Annual review of immunology 19, 623-655, 
doi:10.1146/annurev.immunol.19.1.623 (2001). 
102 Mittrucker, H. W. et al. Requirement for the transcription factor LSIRF/IRF4 for mature B and T 
lymphocyte function. Science 275, 540-543 (1997). 
103 Holtschke, T. et al. Immunodeficiency and chronic myelogenous leukemia-like syndrome in mice with 
a targeted mutation of the ICSBP gene. Cell 87, 307-317 (1996). 
104 Lu, R., Medina, K. L., Lancki, D. W. & Singh, H. IRF-4,8 orchestrate the pre-B-to-B transition in 
lymphocyte development. Genes & development 17, 1703-1708, doi:10.1101/gad.1104803 (2003). 
105 Sun, J., Matthias, G., Mihatsch, M. J., Georgopoulos, K. & Matthias, P. Lack of the transcriptional 
coactivator OBF-1 prevents the development of systemic lupus erythematosus-like phenotypes in 
Aiolos mutant mice. Journal of immunology 170, 1699-1706 (2003). 
106 MacLennan, I. C. Germinal centers. Annual review of immunology 12, 117-139, 
doi:10.1146/annurev.iy.12.040194.001001 (1994). 
107 Klein, U. & Dalla-Favera, R. Germinal centres: role in B-cell physiology and malignancy. Nature 
reviews. Immunology 8, 22-33, doi:10.1038/nri2217 (2008). 
108 Wagner, S. D. & Neuberger, M. S. Somatic hypermutation of immunoglobulin genes. Annual review 
of immunology 14, 441-457, doi:10.1146/annurev.immunol.14.1.441 (1996). 
109 Papavasiliou, F. N. & Schatz, D. G. Cell-cycle-regulated DNA double-stranded breaks in somatic 
hypermutation of immunoglobulin genes. Nature 408, 216-221, doi:10.1038/35041599 (2000). 
110 Bross, L. et al. DNA double-strand breaks in immunoglobulin genes undergoing somatic 
hypermutation. Immunity 13, 589-597 (2000). 
111 Muramatsu, M. et al. Class switch recombination and hypermutation require activation-induced 
cytidine deaminase (AID), a potential RNA editing enzyme. Cell 102, 553-563 (2000). 
112 Revy, P. et al. Activation-induced cytidine deaminase (AID) deficiency causes the autosomal 
recessive form of the Hyper-IgM syndrome (HIGM2). Cell 102, 565-575 (2000). 
113 Petersen-Mahrt, S. K., Harris, R. S. & Neuberger, M. S. AID mutates E. coli suggesting a DNA 
deamination mechanism for antibody diversification. Nature 418, 99-103, doi:10.1038/nature00862 
(2002). 
  
   




114 Bransteitter, R., Pham, P., Scharff, M. D. & Goodman, M. F. Activation-induced cytidine deaminase 
deaminates deoxycytidine on single-stranded DNA but requires the action of RNase. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 100, 4102-4107, 
doi:10.1073/pnas.0730835100 (2003). 
115 Chaudhuri, J. et al. Transcription-targeted DNA deamination by the AID antibody diversification 
enzyme. Nature 422, 726-730, doi:10.1038/nature01574 (2003). 
116 Ramiro, A. R., Stavropoulos, P., Jankovic, M. & Nussenzweig, M. C. Transcription enhances AID-
mediated cytidine deamination by exposing single-stranded DNA on the nontemplate strand. Nature 
immunology 4, 452-456, doi:10.1038/ni920 (2003). 
117 Di Noia, J. & Neuberger, M. S. Altering the pathway of immunoglobulin hypermutation by inhibiting 
uracil-DNA glycosylase. Nature 419, 43-48, doi:10.1038/nature00981 (2002). 
118 Dickerson, S. K., Market, E., Besmer, E. & Papavasiliou, F. N. AID mediates hypermutation by 
deaminating single stranded DNA. The Journal of experimental medicine 197, 1291-1296, 
doi:10.1084/jem.20030481 (2003). 
119 Sayegh, C. E., Quong, M. W., Agata, Y. & Murre, C. E-proteins directly regulate expression of 
activation-induced deaminase in mature B cells. Nature immunology 4, 586-593, doi:10.1038/ni923 
(2003). 
120 Gonda, H. et al. The balance between Pax5 and Id2 activities is the key to AID gene expression. The 
Journal of experimental medicine 198, 1427-1437, doi:10.1084/jem.20030802 (2003). 
121 Lee, C. H. et al. Regulation of the germinal center gene program by interferon (IFN) regulatory factor 
8/IFN consensus sequence-binding protein. The Journal of experimental medicine 203, 63-72, 
doi:10.1084/jem.20051450 (2006). 
122 Chaudhuri, J., Khuong, C. & Alt, F. W. Replication protein A interacts with AID to promote 
deamination of somatic hypermutation targets. Nature 430, 992-998, doi:10.1038/nature02821 
(2004). 
123 Basu, U. et al. The AID antibody diversification enzyme is regulated by protein kinase A 
phosphorylation. Nature 438, 508-511, doi:10.1038/nature04255 (2005). 
124 Pasqualucci, L., Kitaura, Y., Gu, H. & Dalla-Favera, R. PKA-mediated phosphorylation regulates the 
function of activation-induced deaminase (AID) in B cells. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America 103, 395-400, doi:10.1073/pnas.0509969103 (2006). 
125 McBride, K. M. et al. Regulation of hypermutation by activation-induced cytidine deaminase 
phosphorylation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 
103, 8798-8803, doi:10.1073/pnas.0603272103 (2006). 
126 Han, S. et al. Cellular interaction in germinal centers. Roles of CD40 ligand and B7-2 in established 
germinal centers. Journal of immunology 155, 556-567 (1995). 
127 Tafuri, A. et al. ICOS is essential for effective T-helper-cell responses. Nature 409, 105-109, 
doi:10.1038/35051113 (2001). 
128 McAdam, A. J. et al. ICOS is critical for CD40-mediated antibody class switching. Nature 409, 102-
105, doi:10.1038/35051107 (2001). 
129 Castigli, E. et al. TACI and BAFF-R mediate isotype switching in B cells. The Journal of experimental 
medicine 201, 35-39, doi:10.1084/jem.20032000 (2005). 
130 Allen, C. D. et al. Germinal center dark and light zone organization is mediated by CXCR4 and 
CXCR5. Nature immunology 5, 943-952, doi:10.1038/ni1100 (2004). 
131 Cattoretti, G. et al. BCL-6 protein is expressed in germinal-center B cells. Blood 86, 45-53 (1995). 
  
   




132 Allman, D. et al. BCL-6 expression during B-cell activation. Blood 87, 5257-5268 (1996). 
133 Shaffer, A. L. et al. BCL-6 represses genes that function in lymphocyte differentiation, inflammation, 
and cell cycle control. Immunity 13, 199-212 (2000). 
134 Niu, H., Cattoretti, G. & Dalla-Favera, R. BCL6 controls the expression of the B7-1/CD80 
costimulatory receptor in germinal center B cells. The Journal of experimental medicine 198, 211-221, 
doi:10.1084/jem.20021395 (2003). 
135 Niu, H., Ye, B. H. & Dalla-Favera, R. Antigen receptor signaling induces MAP kinase-mediated 
phosphorylation and degradation of the BCL-6 transcription factor. Genes & development 12, 1953-
1961 (1998). 
136 Kallies, A. et al. Initiation of plasma-cell differentiation is independent of the transcription factor 
Blimp-1. Immunity 26, 555-566, doi:10.1016/j.immuni.2007.04.007 (2007). 
137 Turner, C. A., Jr., Mack, D. H. & Davis, M. M. Blimp-1, a novel zinc finger-containing protein that can 
drive the maturation of B lymphocytes into immunoglobulin-secreting cells. Cell 77, 297-306 (1994). 
138 Klein, U. et al. Transcription factor IRF4 controls plasma cell differentiation and class-switch 
recombination. Nature immunology 7, 773-782, doi:10.1038/ni1357 (2006). 
139 Sciammas, R. et al. Graded expression of interferon regulatory factor-4 coordinates isotype switching 
with plasma cell differentiation. Immunity 25, 225-236, doi:10.1016/j.immuni.2006.07.009 (2006). 
140 Lin, K. I., Angelin-Duclos, C., Kuo, T. C. & Calame, K. Blimp-1-dependent repression of Pax-5 is 
required for differentiation of B cells to immunoglobulin M-secreting plasma cells. Molecular and 
cellular biology 22, 4771-4780 (2002). 
141 Reimold, A. M. et al. Plasma cell differentiation requires the transcription factor XBP-1. Nature 412, 
300-307, doi:10.1038/35085509 (2001). 
142 Shaffer, A. L. et al. XBP1, downstream of Blimp-1, expands the secretory apparatus and other 
organelles, and increases protein synthesis in plasma cell differentiation. Immunity 21, 81-93, 
doi:10.1016/j.immuni.2004.06.010 (2004). 
143 Stevenson, F. et al. Insight into the origin and clonal history of B-cell tumors as revealed by analysis 
of immunoglobulin variable region genes. Immunological reviews 162, 247-259 (1998). 
144 Kuppers, R. & Dalla-Favera, R. Mechanisms of chromosomal translocations in B cell lymphomas. 
Oncogene 20, 5580-5594, doi:10.1038/sj.onc.1204640 (2001). 
145 Berland, R. & Wortis, H. H. Origins and functions of B-1 cells with notes on the role of CD5. Annual 
review of immunology 20, 253-300, doi:10.1146/annurev.immunol.20.100301.064833 (2002). 
146 Berland, R. & Wortis, H. H. Normal B-1a cell development requires B cell-intrinsic NFATc1 activity. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 100, 13459-13464, 
doi:10.1073/pnas.2233620100 (2003). 
147 Rothstein, T. L. Cutting edge commentary: two B-1 or not to be one. Journal of immunology 168, 
4257-4261 (2002). 
148 Wardemann, H., Boehm, T., Dear, N. & Carsetti, R. B-1a B cells that link the innate and adaptive 
immune responses are lacking in the absence of the spleen. The Journal of experimental medicine 
195, 771-780 (2002). 
149 Bikah, G., Carey, J., Ciallella, J. R., Tarakhovsky, A. & Bondada, S. CD5-mediated negative 
regulation of antigen receptor-induced growth signals in B-1 B cells. Science 274, 1906-1909 (1996). 
150 Hippen, K. L., Tze, L. E. & Behrens, T. W. CD5 maintains tolerance in anergic B cells. The Journal of 
experimental medicine 191, 883-890 (2000). 
  
   




151 Karras, J. G. et al. Signal transducer and activator of transcription-3 (STAT3) is constitutively 
activated in normal, self-renewing B-1 cells but only inducibly expressed in conventional B 
lymphocytes. The Journal of experimental medicine 185, 1035-1042 (1997). 
152 Clark, M. R. et al. The B cell antigen receptor complex: association of Ig-alpha and Ig-beta with 
distinct cytoplasmic effectors. Science 258, 123-126 (1992). 
153 Reth, M. Antigen receptor tail clue. Nature 338, 383-384, doi:10.1038/338383b0 (1989). 
154 Kurosaki, T. Genetic analysis of B cell antigen receptor signaling. Annual review of immunology 17, 
555-592, doi:10.1146/annurev.immunol.17.1.555 (1999). 
155 Johnson, S. A. et al. Phosphorylated immunoreceptor signaling motifs (ITAMs) exhibit unique abilities 
to bind and activate Lyn and Syk tyrosine kinases. Journal of immunology 155, 4596-4603 (1995). 
156 Saijo, K. et al. Essential role of Src-family protein tyrosine kinases in NF-kappaB activation during B 
cell development. Nature immunology 4, 274-279, doi:10.1038/ni893 (2003). 
157 Oellerich, T. et al. The B-cell antigen receptor signals through a preformed transducer module of 
SLP65 and CIN85. The EMBO journal 30, 3620-3634, doi:10.1038/emboj.2011.251 (2011). 
158 Shinohara, H. et al. PKC beta regulates BCR-mediated IKK activation by facilitating the interaction 
between TAK1 and CARMA1. The Journal of experimental medicine 202, 1423-1431, 
doi:10.1084/jem.20051591 (2005). 
159 Holsinger, L. J. et al. Defects in actin-cap formation in Vav-deficient mice implicate an actin 
requirement for lymphocyte signal transduction. Current biology : CB 8, 563-572 (1998). 
160 Turner, M. & Billadeau, D. D. VAV proteins as signal integrators for multi-subunit immune-recognition 
receptors. Nature reviews. Immunology 2, 476-486, doi:10.1038/nri840 (2002). 
161 Inabe, K. et al. Vav3 modulates B cell receptor responses by regulating phosphoinositide 3-kinase 
activation. The Journal of experimental medicine 195, 189-200 (2002). 
162 Deane, J. A. & Fruman, D. A. Phosphoinositide 3-kinase: diverse roles in immune cell activation. 
Annual review of immunology 22, 563-598, doi:10.1146/annurev.immunol.22.012703.104721 (2004). 
163 Gold, M. R. et al. The B cell antigen receptor activates the Akt (protein kinase B)/glycogen synthase 
kinase-3 signaling pathway via phosphatidylinositol 3-kinase. Journal of immunology 163, 1894-1905 
(1999). 
164 Hardy, R. R. & Hayakawa, K. B cell development pathways. Annual review of immunology 19, 595-
621, doi:10.1146/annurev.immunol.19.1.595 (2001). 
165 Niiro, H. & Clark, E. A. Regulation of B-cell fate by antigen-receptor signals. Nature reviews. 
Immunology 2, 945-956, doi:10.1038/nri955 (2002). 
166 Maeda, A. et al. Paired immunoglobulin-like receptor B (PIR-B) inhibits BCR-induced activation of 
Syk and Btk by SHP-1. Oncogene 18, 2291-2297, doi:10.1038/sj.onc.1202552 (1999). 
167 Chacko, G. W. et al. Negative signaling in B lymphocytes induces tyrosine phosphorylation of the 
145-kDa inositol polyphosphate 5-phosphatase, SHIP. Journal of immunology 157, 2234-2238 
(1996). 
168 Cyster, J. G. & Goodnow, C. C. Protein tyrosine phosphatase 1C negatively regulates antigen 
receptor signaling in B lymphocytes and determines thresholds for negative selection. Immunity 2, 
13-24 (1995). 
169 Poe, J. C., Fujimoto, M., Jansen, P. J., Miller, A. S. & Tedder, T. F. CD22 forms a quaternary 
complex with SHIP, Grb2, and Shc. A pathway for regulation of B lymphocyte antigen receptor-
  
   




induced calcium flux. The Journal of biological chemistry 275, 17420-17427, 
doi:10.1074/jbc.M001892200 (2000). 
170 Otipoby, K. L., Draves, K. E. & Clark, E. A. CD22 regulates B cell receptor-mediated signals via two 
domains that independently recruit Grb2 and SHP-1. The Journal of biological chemistry 276, 44315-
44322, doi:10.1074/jbc.M105446200 (2001). 
171 Smith, A., Howell, D., Patmore, R., Jack, A. & Roman, E. Incidence of haematological malignancy by 
sub-type: a report from the Haematological Malignancy Research Network. British journal of cancer 
105, 1684-1692, doi:10.1038/bjc.2011.450 (2011). 
172 Choi, W. W. et al. A new immunostain algorithm classifies diffuse large B-cell lymphoma into 
molecular subtypes with high accuracy. Clinical cancer research : an official journal of the American 
Association for Cancer Research 15, 5494-5502, doi:10.1158/1078-0432.CCR-09-0113 (2009). 
173 Calvo, K. R., Traverse-Glehen, A., Pittaluga, S. & Jaffe, E. S. Molecular profiling provides evidence 
of primary mediastinal large B-cell lymphoma as a distinct entity related to classic Hodgkin 
lymphoma: implications for mediastinal gray zone lymphomas as an intermediate form of B-cell 
lymphoma. Advances in anatomic pathology 11, 227-238 (2004). 
174 Savage, K. J. et al. The molecular signature of mediastinal large B-cell lymphoma differs from that of 
other diffuse large B-cell lymphomas and shares features with classical Hodgkin lymphoma. Blood 
102, 3871-3879, doi:10.1182/blood-2003-06-1841 (2003). 
175 Vega, F. et al. Plasmablastic lymphomas and plasmablastic plasma cell myelomas have nearly 
identical immunophenotypic profiles. Modern pathology : an official journal of the United States and 
Canadian Academy of Pathology, Inc 18, 806-815, doi:10.1038/modpathol.3800355 (2005). 
176 Alizadeh, A. A. et al. Prediction of survival in diffuse large B-cell lymphoma based on the expression 
of 2 genes reflecting tumor and microenvironment. Blood 118, 1350-1358, doi:10.1182/blood-2011-
03-345272 (2011). 
177 Swerdlow, S. H. WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues. IARC  
Press (2008). 
178 Alizadeh, A. A. et al. Distinct types of diffuse large B-cell lymphoma identified by gene expression 
profiling. Nature 403, 503-511, doi:10.1038/35000501 (2000). 
179 Pasqualucci, L. et al. Molecular pathogenesis of non-Hodgkin's lymphoma: the role of Bcl-6. 
Leukemia & lymphoma 44 Suppl 3, S5-12 (2003). 
180 Phan, R. T. & Dalla-Favera, R. The BCL6 proto-oncogene suppresses p53 expression in germinal-
centre B cells. Nature 432, 635-639, doi:10.1038/nature03147 (2004). 
181 Phan, R. T., Saito, M., Basso, K., Niu, H. & Dalla-Favera, R. BCL6 interacts with the transcription 
factor Miz-1 to suppress the cyclin-dependent kinase inhibitor p21 and cell cycle arrest in germinal 
center B cells. Nature immunology 6, 1054-1060, doi:10.1038/ni1245 (2005). 
182 Iqbal, J. et al. BCL2 expression is a prognostic marker for the activated B-cell-like type of diffuse 
large B-cell lymphoma. Journal of clinical oncology : official journal of the American Society of 
Clinical Oncology 24, 961-968, doi:10.1200/JCO.2005.03.4264 (2006). 
183 Savage, K. J. et al. MYC gene rearrangements are associated with a poor prognosis in diffuse large 
B-cell lymphoma patients treated with R-CHOP chemotherapy. Blood 114, 3533-3537, 
doi:10.1182/blood-2009-05-220095 (2009). 
184 Thieblemont, C. & Briere, J. MYC, BCL2, BCL6 in DLBCL: impact for clinics in the future? Blood 121, 
2165-2166, doi:10.1182/blood-2013-01-480392 (2013). 
185 Morin, R. D. et al. Somatic mutations altering EZH2 (Tyr641) in follicular and diffuse large B-cell 
lymphomas of germinal-center origin. Nature genetics 42, 181-185, doi:10.1038/ng.518 (2010). 
  
   




186 Compagno, M. et al. Mutations of multiple genes cause deregulation of NF-kappaB in diffuse large B-
cell lymphoma. Nature 459, 717-721, doi:10.1038/nature07968 (2009). 
187 Lenz, G. et al. Oncogenic CARD11 mutations in human diffuse large B cell lymphoma. Science 319, 
1676-1679, doi:10.1126/science.1153629 (2008). 
188 Davis, R. E. et al. Chronic active B-cell-receptor signalling in diffuse large B-cell lymphoma. Nature 
463, 88-92, doi:10.1038/nature08638 (2010). 
189 Ngo, V. N. et al. Oncogenically active MYD88 mutations in human lymphoma. Nature 470, 115-119, 
doi:10.1038/nature09671 (2011). 
190 Mandelbaum, J. et al. BLIMP1 is a tumor suppressor gene frequently disrupted in activated B cell-like 
diffuse large B cell lymphoma. Cancer cell 18, 568-579, doi:10.1016/j.ccr.2010.10.030 (2010). 
191 Pinyol, M. et al. p16(INK4a) gene inactivation by deletions, mutations, and hypermethylation is 
associated with transformed and aggressive variants of non-Hodgkin's lymphomas. Blood 91, 2977-
2984 (1998). 
192 Pinyol, M. et al. INK4a/ARF locus alterations in human non-Hodgkin's lymphomas mainly occur in 
tumors with wild-type p53 gene. The American journal of pathology 156, 1987-1996, 
doi:10.1016/S0002-9440(10)65071-7 (2000). 
193 Pasqualucci, L. et al. Inactivating mutations of acetyltransferase genes in B-cell lymphoma. Nature 
471, 189-195, doi:10.1038/nature09730 (2011). 
194 Lohr, J. G. et al. Discovery and prioritization of somatic mutations in diffuse large B-cell lymphoma 
(DLBCL) by whole-exome sequencing. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 109, 3879-3884, doi:10.1073/pnas.1121343109 (2012). 
195 Pasqualucci, L. et al. Analysis of the coding genome of diffuse large B-cell lymphoma. Nature 
genetics 43, 830-837, doi:10.1038/ng.892 (2011). 
196 Morin, R. D. et al. Frequent mutation of histone-modifying genes in non-Hodgkin lymphoma. Nature 
476, 298-303, doi:10.1038/nature10351 (2011). 
197 Ying, C. Y. et al. MEF2B mutations lead to deregulated expression of the oncogene BCL6 in diffuse 
large B cell lymphoma. Nature immunology 14, 1084-1092, doi:10.1038/ni.2688 (2013). 
198 Abubaker, J. et al. PIK3CA mutations are mutually exclusive with PTEN loss in diffuse large B-cell 
lymphoma. Leukemia 21, 2368-2370, doi:10.1038/sj.leu.2404873 (2007). 
199 Challa-Malladi, M. et al. Combined genetic inactivation of beta2-Microglobulin and CD58 reveals 
frequent escape from immune recognition in diffuse large B cell lymphoma. Cancer cell 20, 728-740, 
doi:10.1016/j.ccr.2011.11.006 (2011). 
200 Green, M. R. et al. Integrative analysis reveals selective 9p24.1 amplification, increased PD-1 ligand 
expression, and further induction via JAK2 in nodular sclerosing Hodgkin lymphoma and primary 
mediastinal large B-cell lymphoma. Blood 116, 3268-3277, doi:10.1182/blood-2010-05-282780 
(2010). 
201 Steidl, C. et al. MHC class II transactivator CIITA is a recurrent gene fusion partner in lymphoid 
cancers. Nature 471, 377-381, doi:10.1038/nature09754 (2011). 
202 Isaacson, P. G., Norton, A. J. & Addis, B. J. The human thymus contains a novel population of B 
lymphocytes. Lancet 2, 1488-1491 (1987). 
203 Barth, T. F., Leithauser, F., Joos, S., Bentz, M. & Moller, P. Mediastinal (thymic) large B-cell 
lymphoma: where do we stand? The lancet oncology 3, 229-234 (2002). 
  
   




204 Hans, C. P. et al. Confirmation of the molecular classification of diffuse large B-cell lymphoma by 
immunohistochemistry using a tissue microarray. Blood 103, 275-282, doi:10.1182/blood-2003-05-
1545 (2004). 
205 Pan, Z. et al. Two newly characterized germinal center B-cell-associated genes, GCET1 and GCET2, 
have differential expression in normal and neoplastic B cells. The American journal of pathology 163, 
135-144, doi:10.1016/S0002-9440(10)63637-1 (2003). 
206 Natkunam, Y. et al. Expression of the human germinal center-associated lymphoma (HGAL) protein 
identifies a subset of classic Hodgkin lymphoma of germinal center derivation and improved survival. 
Blood 109, 298-305, doi:10.1182/blood-2006-04-014977 (2007). 
207 Azambuja, D. et al. Human germinal center-associated lymphoma protein expression is associated 
with improved failure-free survival in Brazilian patients with classical Hodgkin lymphoma. Leukemia & 
lymphoma 50, 1830-1836, doi:10.3109/10428190903242628 (2009). 
208 Natkunam, Y. et al. Expression of the human germinal center-associated lymphoma (HGAL) protein, 
a new marker of germinal center B-cell derivation. Blood 105, 3979-3986, doi:10.1182/blood-2004-
08-3112 (2005). 
209 Schenten, D., Egert, A., Pasparakis, M. & Rajewsky, K. M17, a gene specific for germinal center 
(GC) B cells and a prognostic marker for GC B-cell lymphomas, is dispensable for the GC reaction in 
mice. Blood 107, 4849-4856, doi:10.1182/blood-2005-10-4154 (2006). 
210 Lu, X. et al. Distinct IL-4-induced gene expression, proliferation, and intracellular signaling in 
germinal center B-cell-like and activated B-cell-like diffuse large-cell lymphomas. Blood 105, 2924-
2932, doi:10.1182/blood-2004-10-3820 (2005). 
211 Pan, Z. et al. Studies of a germinal centre B-cell expressed gene, GCET2, suggest its role as a 
membrane associated adapter protein. British journal of haematology 137, 578-590, 
doi:10.1111/j.1365-2141.2007.06597.x (2007). 
212 Lu, X. et al. HGAL, a lymphoma prognostic biomarker, interacts with the cytoskeleton and mediates 
the effects of IL-6 on cell migration. Blood 110, 4268-4277, doi:10.1182/blood-2007-04-087775 
(2007). 
213 Jiang, X. et al. HGAL, a germinal center specific protein, decreases lymphoma cell motility by 
modulation of the RhoA signaling pathway. Blood 116, 5217-5227, doi:10.1182/blood-2010-04-
281568 (2010). 
214 Lu, X. et al. Germinal center-specific protein human germinal center associated lymphoma directly 
interacts with both myosin and actin and increases the binding of myosin to actin. The FEBS journal 
278, 1922-1931, doi:10.1111/j.1742-4658.2011.08109.x (2011). 
215 Temmins, C., Zhao, S., Lossos, I. S. & Natkunam, Y. HGAL protein expression persists in disorders 
of germinal center dissolution: potential role of HGAL in the germinal center microenvironment. 
Applied immunohistochemistry & molecular morphology : AIMM / official publication of the Society for 
Applied Immunohistochemistry 19, 266-272, doi:10.1097/PAI.0b013e3181f89a4d (2011). 
216 Cubedo, E., Maurin, M., Jiang, X., Lossos, I. S. & Wright, K. L. PRDM1/Blimp1 downregulates 
expression of germinal center genes LMO2 and HGAL. The FEBS journal 278, 3065-3075, 
doi:10.1111/j.1742-4658.2011.08227.x (2011). 
217 Dagan, L. N. et al. miR-155 regulates HGAL expression and increases lymphoma cell motility. Blood 
119, 513-520, doi:10.1182/blood-2011-08-370536 (2012). 
218 Scuto, A. et al. STAT3 inhibition is a therapeutic strategy for ABC-like diffuse large B-cell lymphoma. 
Cancer research 71, 3182-3188, doi:10.1158/0008-5472.CAN-10-2380 (2011). 
219 Cattoretti, G. et al. Deregulated BCL6 expression recapitulates the pathogenesis of human diffuse 
large B cell lymphomas in mice. Cancer cell 7, 445-455, doi:10.1016/j.ccr.2005.03.037 (2005). 
  
   




220 Calado, D. P. et al. Constitutive canonical NF-kappaB activation cooperates with disruption of 
BLIMP1 in the pathogenesis of activated B cell-like diffuse large cell lymphoma. Cancer cell 18, 580-
589, doi:10.1016/j.ccr.2010.11.024 (2010). 
221 Ranger, A. M. et al. Bad-deficient mice develop diffuse large B cell lymphoma. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America 100, 9324-9329, 
doi:10.1073/pnas.1533446100 (2003). 
222 Steele-Perkins, G. et al. Tumor formation and inactivation of RIZ1, an Rb-binding member of a 
nuclear protein-methyltransferase superfamily. Genes & development 15, 2250-2262, 
doi:10.1101/gad.870101 (2001). 
223 Kovalchuk, A. L. et al. IL-6 transgenic mouse model for extraosseous plasmacytoma. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 99, 1509-1514, 
doi:10.1073/pnas.022643999 (2002). 
224 Hoyer, K. K. et al. Dysregulated TCL1 promotes multiple classes of mature B cell lymphoma. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 99, 14392-14397, 
doi:10.1073/pnas.212410199 (2002). 
225 Park, S. S. et al. Insertion of c-Myc into Igh induces B-cell and plasma-cell neoplasms in mice. 
Cancer research 65, 1306-1315, doi:10.1158/0008-5472.CAN-04-0268 (2005). 
226 Adams, J. M. et al. The c-myc oncogene driven by immunoglobulin enhancers induces lymphoid 
malignancy in transgenic mice. Nature 318, 533-538 (1985). 
227 Greenwald, R. J. et al. E mu-BRD2 transgenic mice develop B-cell lymphoma and leukemia. Blood 
103, 1475-1484, doi:10.1182/blood-2003-06-2116 (2004). 
228 Zhou, P. et al. MCL1 transgenic mice exhibit a high incidence of B-cell lymphoma manifested as a 
spectrum of histologic subtypes. Blood 97, 3902-3909 (2001). 
229 Godfrey, D. I., Kennedy, J., Suda, T. & Zlotnik, A. A developmental pathway involving four 
phenotypically and functionally distinct subsets of CD3-CD4-CD8- triple-negative adult mouse 
thymocytes defined by CD44 and CD25 expression. Journal of immunology 150, 4244-4252 (1993). 
230 Robey, E. & Fowlkes, B. J. Selective events in T cell development. Annual review of immunology 12, 
675-705, doi:10.1146/annurev.iy.12.040194.003331 (1994). 
231 Rothenberg, E. V., Moore, J. E. & Yui, M. A. Launching the T-cell-lineage developmental programme. 
Nature reviews. Immunology 8, 9-21, doi:10.1038/nri2232 (2008). 
232 Groettrup, M. et al. A novel disulfide-linked heterodimer on pre-T cells consists of the T cell receptor 
beta chain and a 33 kd glycoprotein. Cell 75, 283-294 (1993). 
233 von Boehmer, H. & Fehling, H. J. Structure and function of the pre-T cell receptor. Annual review of 
immunology 15, 433-452, doi:10.1146/annurev.immunol.15.1.433 (1997). 
234 Mombaerts, P. et al. RAG-1-deficient mice have no mature B and T lymphocytes. Cell 68, 869-877 
(1992). 
235 Shinkai, Y. et al. Restoration of T cell development in RAG-2-deficient mice by functional TCR 
transgenes. Science 259, 822-825 (1993). 
236 von Boehmer, H., Teh, H. S. & Kisielow, P. The thymus selects the useful, neglects the useless and 
destroys the harmful. Immunology today 10, 57-61, doi:10.1016/0167-5699(89)90307-1 (1989). 
237 Merkenschlager, M. et al. How many thymocytes audition for selection? The Journal of experimental 
medicine 186, 1149-1158 (1997). 
  
   




238 Zerrahn, J., Held, W. & Raulet, D. H. The MHC reactivity of the T cell repertoire prior to positive and 
negative selection. Cell 88, 627-636 (1997). 
239 Germain, R. N. T-cell development and the CD4-CD8 lineage decision. Nature reviews. Immunology 
2, 309-322, doi:10.1038/nri798 (2002). 
240 Taghon, T., Yui, M. A. & Rothenberg, E. V. Mast cell lineage diversion of T lineage precursors by the 
essential T cell transcription factor GATA-3. Nature immunology 8, 845-855, doi:10.1038/ni1486 
(2007). 
241 Franco, C. B. et al. Notch/Delta signaling constrains reengineering of pro-T cells by PU.1. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 103, 11993-11998, 
doi:10.1073/pnas.0601188103 (2006). 
242 Laiosa, C. V., Stadtfeld, M., Xie, H., de Andres-Aguayo, L. & Graf, T. Reprogramming of committed T 
cell progenitors to macrophages and dendritic cells by C/EBP alpha and PU.1 transcription factors. 
Immunity 25, 731-744, doi:10.1016/j.immuni.2006.09.011 (2006). 
243 Dionne, C. J. et al. Subversion of T lineage commitment by PU.1 in a clonal cell line system. 
Developmental biology 280, 448-466, doi:10.1016/j.ydbio.2005.01.027 (2005). 
244 Lefebvre, J. M. et al. Enforced expression of Spi-B reverses T lineage commitment and blocks beta-
selection. Journal of immunology 174, 6184-6194 (2005). 
245 Boos, M. D., Yokota, Y., Eberl, G. & Kee, B. L. Mature natural killer cell and lymphoid tissue-inducing 
cell development requires Id2-mediated suppression of E protein activity. The Journal of 
experimental medicine 204, 1119-1130, doi:10.1084/jem.20061959 (2007). 
246 Ikawa, T., Fujimoto, S., Kawamoto, H., Katsura, Y. & Yokota, Y. Commitment to natural killer cells 
requires the helix-loop-helix inhibitor Id2. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 98, 5164-5169, doi:10.1073/pnas.091537598 (2001). 
247 Maillard, I., Fang, T. & Pear, W. S. Regulation of lymphoid development, differentiation, and function 
by the Notch pathway. Annual review of immunology 23, 945-974, 
doi:10.1146/annurev.immunol.23.021704.115747 (2005). 
248 Massa, S., Balciunaite, G., Ceredig, R. & Rolink, A. G. Critical role for c-kit (CD117) in T cell lineage 
commitment and early thymocyte development in vitro. European journal of immunology 36, 526-532, 
doi:10.1002/eji.200535760 (2006). 
249 Kang, J. & Der, S. D. Cytokine functions in the formative stages of a lymphocyte's life. Current 
opinion in immunology 16, 180-190, doi:10.1016/j.coi.2004.02.002 (2004). 
250 Tanigaki, K. & Honjo, T. Regulation of lymphocyte development by Notch signaling. Nature 
immunology 8, 451-456, doi:10.1038/ni1453 (2007). 
251 Reizis, B. & Leder, P. Direct induction of T lymphocyte-specific gene expression by the mammalian 
Notch signaling pathway. Genes & development 16, 295-300, doi:10.1101/gad.960702 (2002). 
252 Deftos, M. L., Huang, E., Ojala, E. W., Forbush, K. A. & Bevan, M. J. Notch1 signaling promotes the 
maturation of CD4 and CD8 SP thymocytes. Immunity 13, 73-84 (2000). 
253 Maillard, I. et al. The requirement for Notch signaling at the beta-selection checkpoint in vivo is 
absolute and independent of the pre-T cell receptor. The Journal of experimental medicine 203, 
2239-2245, doi:10.1084/jem.20061020 (2006). 
254 Ho, I. C. & Pai, S. Y. GATA-3 - not just for Th2 cells anymore. Cellular & molecular immunology 4, 
15-29 (2007). 
  
   




255 Bender, T. P., Kremer, C. S., Kraus, M., Buch, T. & Rajewsky, K. Critical functions for c-Myb at three 
checkpoints during thymocyte development. Nature immunology 5, 721-729, doi:10.1038/ni1085 
(2004). 
256 Talebian, L. et al. T-lymphoid, megakaryocyte, and granulocyte development are sensitive to 
decreases in CBFbeta dosage. Blood 109, 11-21, doi:10.1182/blood-2006-05-021188 (2007). 
257 Murre, C. Helix-loop-helix proteins and lymphocyte development. Nature immunology 6, 1079-1086, 
doi:10.1038/ni1260 (2005). 
258 Wojciechowski, J., Lai, A., Kondo, M. & Zhuang, Y. E2A and HEB are required to block thymocyte 
proliferation prior to pre-TCR expression. Journal of immunology 178, 5717-5726 (2007). 
259 Schilham, M. W. et al. Critical involvement of Tcf-1 in expansion of thymocytes. Journal of 
immunology 161, 3984-3991 (1998). 
260 Yucel, R., Karsunky, H., Klein-Hitpass, L. & Moroy, T. The transcriptional repressor Gfi1 affects 
development of early, uncommitted c-Kit+ T cell progenitors and CD4/CD8 lineage decision in the 
thymus. The Journal of experimental medicine 197, 831-844, doi:10.1084/jem.20021417 (2003). 
261 Yoshida, T., Ng, S. Y., Zuniga-Pflucker, J. C. & Georgopoulos, K. Early hematopoietic lineage 
restrictions directed by Ikaros. Nature immunology 7, 382-391, doi:10.1038/ni1314 (2006). 
262 Kawazu, M. et al. Functional domains of Runx1 are differentially required for CD4 repression, 
TCRbeta expression, and CD4/8 double-negative to CD4/8 double-positive transition in thymocyte 
development. Journal of immunology 174, 3526-3533 (2005). 
263 Inoue, J. et al. Expression of TCR alpha beta partly rescues developmental arrest and apoptosis of 
alpha beta T cells in Bcl11b-/- mice. Journal of immunology 176, 5871-5879 (2006). 
264 Gu, T. L., Goetz, T. L., Graves, B. J. & Speck, N. A. Auto-inhibition and partner proteins, core-binding 
factor beta (CBFbeta) and Ets-1, modulate DNA binding by CBFalpha2 (AML1). Molecular and 
cellular biology 20, 91-103 (2000). 
265 Ciofani, M. & Zuniga-Pflucker, J. C. Notch promotes survival of pre-T cells at the beta-selection 
checkpoint by regulating cellular metabolism. Nature immunology 6, 881-888, doi:10.1038/ni1234 
(2005). 
266 Weng, A. P. et al. c-Myc is an important direct target of Notch1 in T-cell acute lymphoblastic 
leukemia/lymphoma. Genes & development 20, 2096-2109, doi:10.1101/gad.1450406 (2006). 
267 Palomero, T. et al. NOTCH1 directly regulates c-MYC and activates a feed-forward-loop 
transcriptional network promoting leukemic cell growth. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America 103, 18261-18266, doi:10.1073/pnas.0606108103 (2006). 
268 Tabrizifard, S. et al. Analysis of transcription factor expression during discrete stages of postnatal 
thymocyte differentiation. Journal of immunology 173, 1094-1102 (2004). 
269 Anderson, S. J., Levin, S. D. & Perlmutter, R. M. Involvement of the protein tyrosine kinase p56lck in 
T cell signaling and thymocyte development. Advances in immunology 56, 151-178 (1994). 
270 Weiss, A. & Littman, D. R. Signal transduction by lymphocyte antigen receptors. Cell 76, 263-274 
(1994). 
271 Kane, L. P., Lin, J. & Weiss, A. Signal transduction by the TCR for antigen. Current opinion in 
immunology 12, 242-249 (2000). 
272 Zhang, W., Sloan-Lancaster, J., Kitchen, J., Trible, R. P. & Samelson, L. E. LAT: the ZAP-70 tyrosine 
kinase substrate that links T cell receptor to cellular activation. Cell 92, 83-92 (1998). 
  
   




273 Kuo, C. T. & Leiden, J. M. Transcriptional regulation of T lymphocyte development and function. 
Annual review of immunology 17, 149-187, doi:10.1146/annurev.immunol.17.1.149 (1999). 
274 Pui, C. H., Robison, L. L. & Look, A. T. Acute lymphoblastic leukaemia. Lancet 371, 1030-1043, 
doi:10.1016/S0140-6736(08)60457-2 (2008). 
275 Van Vlierberghe, P., Pieters, R., Beverloo, H. B. & Meijerink, J. P. Molecular-genetic insights in 
paediatric T-cell acute lymphoblastic leukaemia. British journal of haematology 143, 153-168, 
doi:10.1111/j.1365-2141.2008.07314.x (2008). 
276 Graux, C., Cools, J., Michaux, L., Vandenberghe, P. & Hagemeijer, A. Cytogenetics and molecular 
genetics of T-cell acute lymphoblastic leukemia: from thymocyte to lymphoblast. Leukemia 20, 1496-
1510, doi:10.1038/sj.leu.2404302 (2006). 
277 Van Vlierberghe, P. & Ferrando, A. The molecular basis of T cell acute lymphoblastic leukemia. The 
Journal of clinical investigation 122, 3398-3406, doi:10.1172/JCI61269 (2012). 
278 Cave, H. et al. Clinical significance of HOX11L2 expression linked to t(5;14)(q35;q32), of HOX11 
expression, and of SIL-TAL fusion in childhood T-cell malignancies: results of EORTC studies 58881 
and 58951. Blood 103, 442-450, doi:10.1182/blood-2003-05-1495 (2004). 
279 Ballerini, P. et al. HOX11L2 expression defines a clinical subtype of pediatric T-ALL associated with 
poor prognosis. Blood 100, 991-997, doi:10.1182/blood-2001-11-0093 (2002). 
280 De Keersmaecker, K. et al. Fusion of EML1 to ABL1 in T-cell acute lymphoblastic leukemia with 
cryptic t(9;14)(q34;q32). Blood 105, 4849-4852, doi:10.1182/blood-2004-12-4897 (2005). 
281 Van Limbergen, H. et al. Molecular cytogenetic and clinical findings in ETV6/ABL1-positive leukemia. 
Genes, chromosomes & cancer 30, 274-282 (2001). 
282 Graux, C. et al. Fusion of NUP214 to ABL1 on amplified episomes in T-cell acute lymphoblastic 
leukemia. Nature genetics 36, 1084-1089, doi:10.1038/ng1425 (2004). 
283 Lacronique, V. et al. A TEL-JAK2 fusion protein with constitutive kinase activity in human leukemia. 
Science 278, 1309-1312 (1997). 
284 Asnafi, V. et al. CALM-AF10 is a common fusion transcript in T-ALL and is specific to the 
TCRgammadelta lineage. Blood 102, 1000-1006, doi:10.1182/blood-2002-09-2913 (2003). 
285 Ferrando, A. A. et al. Gene expression signatures in MLL-rearranged T-lineage and B-precursor 
acute leukemias: dominance of HOX dysregulation. Blood 102, 262-268, doi:10.1182/blood-2002-10-
3221 (2003). 
286 Diccianni, M. B. et al. Shortened survival after relapse in T-cell acute lymphoblastic leukemia patients 
with p16/p15 deletions. Leukemia research 21, 549-558 (1997). 
287 Batova, A. et al. Frequent and selective methylation of p15 and deletion of both p15 and p16 in T-cell 
acute lymphoblastic leukemia. Cancer research 57, 832-836 (1997). 
288 O'Neil, J. et al. FBW7 mutations in leukemic cells mediate NOTCH pathway activation and resistance 
to gamma-secretase inhibitors. The Journal of experimental medicine 204, 1813-1824, 
doi:10.1084/jem.20070876 (2007). 
289 Ahuja, H. G., Jat, P. S., Foti, A., Bar-Eli, M. & Cline, M. J. Abnormalities of the retinoblastoma gene in 
the pathogenesis of acute leukemia. Blood 78, 3259-3268 (1991). 
290 Tosello, V. et al. WT1 mutations in T-ALL. Blood 114, 1038-1045, doi:10.1182/blood-2008-12-
192039 (2009). 
291 Van Vlierberghe, P. et al. PHF6 mutations in T-cell acute lymphoblastic leukemia. Nature genetics 42, 
338-342, doi:10.1038/ng.542 (2010). 
  
   




292 Komuro, H. et al. p27KIP1 deletions in childhood acute lymphoblastic leukemia. Neoplasia 1, 253-
261 (1999). 
293 Gutierrez, A. et al. Inactivation of LEF1 in T-cell acute lymphoblastic leukemia. Blood 115, 2845-2851, 
doi:10.1182/blood-2009-07-234377 (2010). 
294 Gutierrez, A. et al. The BCL11B tumor suppressor is mutated across the major molecular subtypes of 
T-cell acute lymphoblastic leukemia. Blood 118, 4169-4173, doi:10.1182/blood-2010-11-318873 
(2011). 
295 Grossmann, V. et al. Prognostic relevance of RUNX1 mutations in T-cell acute lymphoblastic 
leukemia. Haematologica 96, 1874-1877, doi:10.3324/haematol.2011.043919 (2011). 
296 Balgobind, B. V. et al. Leukemia-associated NF1 inactivation in patients with pediatric T-ALL and 
AML lacking evidence for neurofibromatosis. Blood 111, 4322-4328, doi:10.1182/blood-2007-06-
095075 (2008). 
297 Diaz, M. O. et al. Homozygous deletion of the alpha- and beta 1-interferon genes in human leukemia 
and derived cell lines. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America 85, 5259-5263 (1988). 
298 Diaz, M. O. et al. Deletions of interferon genes in acute lymphoblastic leukemia. The New England 
journal of medicine 322, 77-82, doi:10.1056/NEJM199001113220202 (1990). 
299 Traweek, S. T. et al. Methylthioadenosine phosphorylase deficiency in acute leukemia: pathologic, 
cytogenetic, and clinical features. Blood 71, 1568-1573 (1988). 
300 Soulier, J. et al. HOXA genes are included in genetic and biologic networks defining human acute T-
cell leukemia (T-ALL). Blood 106, 274-286, doi:10.1182/blood-2004-10-3900 (2005). 
301 Lahortiga, I. et al. Duplication of the MYB oncogene in T cell acute lymphoblastic leukemia. Nature 
genetics 39, 593-595, doi:10.1038/ng2025 (2007). 
302 Clappier, E. et al. The C-MYB locus is involved in chromosomal translocation and genomic 
duplications in human T-cell acute leukemia (T-ALL), the translocation defining a new T-ALL subtype 
in very young children. Blood 110, 1251-1261, doi:10.1182/blood-2006-12-064683 (2007). 
303 Erikson, J. et al. Deregulation of c-myc by translocation of the alpha-locus of the T-cell receptor in T-
cell leukemias. Science 232, 884-886 (1986). 
304 Weng, A. P. et al. Activating mutations of NOTCH1 in human T cell acute lymphoblastic leukemia. 
Science 306, 269-271, doi:10.1126/science.1102160 (2004). 
305 Koch, U. & Radtke, F. Notch in T-ALL: new players in a complex disease. Trends in immunology 32, 
434-442, doi:10.1016/j.it.2011.06.005 (2011). 
306 Reynolds, T. C., Smith, S. D. & Sklar, J. Analysis of DNA surrounding the breakpoints of 
chromosomal translocations involving the beta T cell receptor gene in human lymphoblastic 
neoplasms. Cell 50, 107-117 (1987). 
307 Chan, S. M., Weng, A. P., Tibshirani, R., Aster, J. C. & Utz, P. J. Notch signals positively regulate 
activity of the mTOR pathway in T-cell acute lymphoblastic leukemia. Blood 110, 278-286, 
doi:10.1182/blood-2006-08-039883 (2007). 
308 Palomero, T. et al. Mutational loss of PTEN induces resistance to NOTCH1 inhibition in T-cell 
leukemia. Nature medicine 13, 1203-1210, doi:10.1038/nm1636 (2007). 
309 Wendorff, A. A. et al. Hes1 is a critical but context-dependent mediator of canonical Notch signaling 
in lymphocyte development and transformation. Immunity 33, 671-684, 
doi:10.1016/j.immuni.2010.11.014 (2010). 
  
   




310 Espinosa, L. et al. The Notch/Hes1 pathway sustains NF-kappaB activation through CYLD 
repression in T cell leukemia. Cancer cell 18, 268-281, doi:10.1016/j.ccr.2010.08.006 (2010). 
311 D'Altri, T., Gonzalez, J., Aifantis, I., Espinosa, L. & Bigas, A. Hes1 expression and CYLD repression 
are essential events downstream of Notch1 in T-cell leukemia. Cell cycle 10, 1031-1036 (2011). 
312 Coustan-Smith, E. et al. Early T-cell precursor leukaemia: a subtype of very high-risk acute 
lymphoblastic leukaemia. The lancet oncology 10, 147-156, doi:10.1016/S1470-2045(08)70314-0 
(2009). 
313 Zhang, J. et al. The genetic basis of early T-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia. Nature 
481, 157-163, doi:10.1038/nature10725 (2012). 
314 Inaba, H., Greaves, M. & Mullighan, C. G. Acute lymphoblastic leukaemia. Lancet 381, 1943-1955, 
doi:10.1016/S0140-6736(12)62187-4 (2013). 
315 Goodman, P. A., Burkhardt, N., Juran, B., Tibbles, H. E. & Uckun, F. M. Hypermethylation of the 
spleen tyrosine kinase promoter in T-lineage acute lymphoblastic leukemia. Oncogene 22, 2504-
2514, doi:10.1038/sj.onc.1206313 (2003). 
316 Terriou, L. et al. C/EBPA methylation is common in T-ALL but not in M0 AML. Blood 113, 1864-1866; 
author reply 1866, doi:10.1182/blood-2008-09-176909 (2009). 
317 Hutter, G. et al. Epigenetic regulation of PAX5 expression in acute T-cell lymphoblastic leukemia. 
Leukemia research 35, 614-619, doi:10.1016/j.leukres.2010.11.015 (2011). 
318 Bram, E. E., Stark, M., Raz, S. & Assaraf, Y. G. Chemotherapeutic drug-induced ABCG2 promoter 
demethylation as a novel mechanism of acquired multidrug resistance. Neoplasia 11, 1359-1370 
(2009). 
319 Davies, C. et al. p53-independent epigenetic repression of the p21(WAF1) gene in T-cell acute 
lymphoblastic leukemia. The Journal of biological chemistry 286, 37639-37650, 
doi:10.1074/jbc.M111.272336 (2011). 
320 Neumann, M. et al. Whole-exome sequencing in adult ETP-ALL reveals a high rate of DNMT3A 
mutations. Blood 121, 4749-4752, doi:10.1182/blood-2012-11-465138 (2013). 
321 Wang, G. G., Allis, C. D. & Chi, P. Chromatin remodeling and cancer, Part I: Covalent histone 
modifications. Trends in molecular medicine 13, 363-372, doi:10.1016/j.molmed.2007.07.003 (2007). 
322 Simon, C. et al. A key role for EZH2 and associated genes in mouse and human adult T-cell acute 
leukemia. Genes & development 26, 651-656, doi:10.1101/gad.186411.111 (2012). 
323 Ferrando, A. A. et al. Gene expression signatures define novel oncogenic pathways in T cell acute 
lymphoblastic leukemia. Cancer cell 1, 75-87 (2002). 
324 Chiaretti, S. et al. Gene expression profile of adult T-cell acute lymphocytic leukemia identifies 
distinct subsets of patients with different response to therapy and survival. Blood 103, 2771-2778, 
doi:10.1182/blood-2003-09-3243 (2004). 
325 Boehm, T., Foroni, L., Kaneko, Y., Perutz, M. F. & Rabbitts, T. H. The rhombotin family of cysteine-
rich LIM-domain oncogenes: distinct members are involved in T-cell translocations to human 
chromosomes 11p15 and 11p13. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America 88, 4367-4371 (1991). 
326 Van Vlierberghe, P. et al. The cryptic chromosomal deletion del(11)(p12p13) as a new activation 
mechanism of LMO2 in pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia. Blood 108, 3520-3529, 
doi:10.1182/blood-2006-04-019927 (2006). 
327 Hacein-Bey-Abina, S. et al. LMO2-associated clonal T cell proliferation in two patients after gene 
therapy for SCID-X1. Science 302, 415-419, doi:10.1126/science.1088547 (2003). 
  
   




328 Cox, C. V. et al. Characterization of a progenitor cell population in childhood T-cell acute 
lymphoblastic leukemia. Blood 109, 674-682, doi:10.1182/blood-2006-06-030445 (2007). 
329 Gerby, B. et al. Expression of CD34 and CD7 on human T-cell acute lymphoblastic leukemia 
discriminates functionally heterogeneous cell populations. Leukemia 25, 1249-1258, 
doi:10.1038/leu.2011.93 (2011). 
330 Chiu, P. P., Jiang, H. & Dick, J. E. Leukemia-initiating cells in human T-lymphoblastic leukemia 
exhibit glucocorticoid resistance. Blood 116, 5268-5279, doi:10.1182/blood-2010-06-292300 (2010). 
331 McCormack, M. P. et al. The Lmo2 oncogene initiates leukemia in mice by inducing thymocyte self-
renewal. Science 327, 879-883, doi:10.1126/science.1182378 (2010). 
332 Tremblay, M. et al. Modeling T-cell acute lymphoblastic leukemia induced by the SCL and LMO1 
oncogenes. Genes & development 24, 1093-1105, doi:10.1101/gad.1897910 (2010). 
333 Berquam-Vrieze, K. E. et al. Cell of origin strongly influences genetic selection in a mouse model of 
T-ALL. Blood 118, 4646-4656, doi:10.1182/blood-2011-03-343947 (2011). 
334 Takasaki, N. et al. Hemophagocytic syndrome complicating T-cell acute lymphoblastic leukemia with 
a novel t(11;14)(p15;q11) chromosome translocation. Cancer 59, 424-428 (1987). 
335 Le Beau, M. M. et al. T-cell receptor alpha-chain gene is split in a human T-cell leukemia cell line 
with a t(11;14)(p15;q11). Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America 83, 9744-9748 (1986). 
336 Boehm, T. et al. The mechanism of chromosomal translocation t(11;14) involving the T-cell receptor 
C delta locus on human chromosome 14q11 and a transcribed region of chromosome 11p15. The 
EMBO journal 7, 385-394 (1988). 
337 McGuire, E. A. et al. The t(11;14)(p15;q11) in a T-cell acute lymphoblastic leukemia cell line activates 
multiple transcripts, including Ttg-1, a gene encoding a potential zinc finger protein. Molecular and 
cellular biology 9, 2124-2132 (1989). 
338 Boehm, T. et al. An unusual structure of a putative T cell oncogene which allows production of similar 
proteins from distinct mRNAs. The EMBO journal 9, 857-868 (1990). 
339 Boehm, T., Foroni, L., Kennedy, M. & Rabbitts, T. H. The rhombotin gene belongs to a class of 
transcriptional regulators with a potential novel protein dimerisation motif. Oncogene 5, 1103-1105 
(1990). 
340 Sanchez-Garcia, I., Axelson, H. & Rabbitts, T. H. Functional diversity of LIM proteins: amino-terminal 
activation domains in the oncogenic proteins RBTN1 and RBTN2. Oncogene 10, 1301-1306 (1995). 
341 Foroni, L. et al. The rhombotin gene family encode related LIM-domain proteins whose differing 
expression suggests multiple roles in mouse development. Journal of molecular biology 226, 747-
761 (1992). 
342 Kenny, D. A., Jurata, L. W., Saga, Y. & Gill, G. N. Identification and characterization of LMO4, an 
LMO gene with a novel pattern of expression during embryogenesis. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 95, 11257-11262 (1998). 
343 Wang, K. et al. Integrative genomics identifies LMO1 as a neuroblastoma oncogene. Nature 469, 
216-220, doi:10.1038/nature09609 (2011). 
344 Aoyama, M. et al. LMO3 interacts with neuronal transcription factor, HEN2, and acts as an oncogene 
in neuroblastoma. Cancer research 65, 4587-4597, doi:10.1158/0008-5472.CAN-04-4630 (2005). 
345 Hahm, K. et al. Defective neural tube closure and anteroposterior patterning in mice lacking the LIM 
protein LMO4 or its interacting partner Deaf-1. Molecular and cellular biology 24, 2074-2082 (2004). 
  
   




346 Visvader, J. E. et al. The LIM domain gene LMO4 inhibits differentiation of mammary epithelial cells 
in vitro and is overexpressed in breast cancer. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America 98, 14452-14457, doi:10.1073/pnas.251547698 (2001). 
347 Archer, V. E. et al. Cysteine-rich LIM domains of LIM-homeodomain and LIM-only proteins contain 
zinc but not iron. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 
91, 316-320 (1994). 
348 Yamada, Y. et al. The T cell leukemia LIM protein Lmo2 is necessary for adult mouse hematopoiesis. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 95, 3890-3895 
(1998). 
349 Warren, A. J. et al. The oncogenic cysteine-rich LIM domain protein rbtn2 is essential for erythroid 
development. Cell 78, 45-57 (1994). 
350 Visvader, J. E., Mao, X., Fujiwara, Y., Hahm, K. & Orkin, S. H. The LIM-domain binding protein Ldb1 
and its partner LMO2 act as negative regulators of erythroid differentiation. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America 94, 13707-13712 (1997). 
351 Chen, Q. et al. The tal gene undergoes chromosome translocation in T cell leukemia and potentially 
encodes a helix-loop-helix protein. The EMBO journal 9, 415-424 (1990). 
352 Begley, C. G. et al. Chromosomal translocation in a human leukemic stem-cell line disrupts the T-cell 
antigen receptor delta-chain diversity region and results in a previously unreported fusion transcript. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 86, 2031-2035 
(1989). 
353 Bernard, O. et al. Two distinct mechanisms for the SCL gene activation in the t(1;14) translocation of 
T-cell leukemias. Genes, chromosomes & cancer 1, 194-208 (1990). 
354 Shivdasani, R. A., Mayer, E. L. & Orkin, S. H. Absence of blood formation in mice lacking the T-cell 
leukaemia oncoprotein tal-1/SCL. Nature 373, 432-434, doi:10.1038/373432a0 (1995). 
355 Valge-Archer, V. E. et al. The LIM protein RBTN2 and the basic helix-loop-helix protein TAL1 are 
present in a complex in erythroid cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 91, 8617-8621 (1994). 
356 Wadman, I. et al. Specific in vivo association between the bHLH and LIM proteins implicated in 
human T cell leukemia. The EMBO journal 13, 4831-4839 (1994). 
357 Osada, H., Grutz, G., Axelson, H., Forster, A. & Rabbitts, T. H. Association of erythroid transcription 
factors: complexes involving the LIM protein RBTN2 and the zinc-finger protein GATA1. Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United States of America 92, 9585-9589 (1995). 
358 Wadman, I. A. et al. The LIM-only protein Lmo2 is a bridging molecule assembling an erythroid, 
DNA-binding complex which includes the TAL1, E47, GATA-1 and Ldb1/NLI proteins. The EMBO 
journal 16, 3145-3157, doi:10.1093/emboj/16.11.3145 (1997). 
359 Li, L. et al. Nuclear adaptor Ldb1 regulates a transcriptional program essential for the maintenance of 
hematopoietic stem cells. Nature immunology 12, 129-136, doi:10.1038/ni.1978 (2011). 
360 Smith, S. et al. LIM domain only-2 (LMO2) induces T-cell leukemia by two distinct pathways. PloS 
one 9, e85883, doi:10.1371/journal.pone.0085883 (2014). 
361 Wilson, N. K. et al. Combinatorial transcriptional control in blood stem/progenitor cells: genome-wide 
analysis of ten major transcriptional regulators. Cell stem cell 7, 532-544, 
doi:10.1016/j.stem.2010.07.016 (2010). 
362 McCormack, M. P., Forster, A., Drynan, L., Pannell, R. & Rabbitts, T. H. The LMO2 T-cell oncogene 
is activated via chromosomal translocations or retroviral insertion during gene therapy but has no 
mandatory role in normal T-cell development. Molecular and cellular biology 23, 9003-9013 (2003). 
  
   




363 Herblot, S., Steff, A. M., Hugo, P., Aplan, P. D. & Hoang, T. SCL and LMO1 alter thymocyte 
differentiation: inhibition of E2A-HEB function and pre-T alpha chain expression. Nature immunology 
1, 138-144, doi:10.1038/77819 (2000). 
364 Cubedo, E. et al. Identification of LMO2 transcriptome and interactome in diffuse large B-cell 
lymphoma. Blood 119, 5478-5491, doi:10.1182/blood-2012-01-403154 (2012). 
365 Yamada, Y., Pannell, R., Forster, A. & Rabbitts, T. H. The oncogenic LIM-only transcription factor 
Lmo2 regulates angiogenesis but not vasculogenesis in mice. Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the United States of America 97, 320-324 (2000). 
366 Yamada, Y., Pannell, R., Forster, A. & Rabbitts, T. H. The LIM-domain protein Lmo2 is a key 
regulator of tumour angiogenesis: a new anti-angiogenesis drug target. Oncogene 21, 1309-1315, 
doi:10.1038/sj.onc.1205285 (2002). 
367 Deleuze, V. et al. TAL-1/SCL and its partners E47 and LMO2 up-regulate VE-cadherin expression in 
endothelial cells. Molecular and cellular biology 27, 2687-2697, doi:10.1128/MCB.00493-06 (2007). 
368 Matthews, J. M., Lester, K., Joseph, S. & Curtis, D. J. LIM-domain-only proteins in cancer. Nature 
reviews. Cancer 13, 111-122, doi:10.1038/nrc3418 (2013). 
369 Fisch, P. et al. T-cell acute lymphoblastic lymphoma induced in transgenic mice by the RBTN1 and 
RBTN2 LIM-domain genes. Oncogene 7, 2389-2397 (1992). 
370 Larson, R. C., Osada, H., Larson, T. A., Lavenir, I. & Rabbitts, T. H. The oncogenic LIM protein 
Rbtn2 causes thymic developmental aberrations that precede malignancy in transgenic mice. 
Oncogene 11, 853-862 (1995). 
371 Grutz, G. G. et al. The oncogenic T cell LIM-protein Lmo2 forms part of a DNA-binding complex 
specifically in immature T cells. The EMBO journal 17, 4594-4605, doi:10.1093/emboj/17.16.4594 
(1998). 
372 Curtis, D. J. & McCormack, M. P. The molecular basis of Lmo2-induced T-cell acute lymphoblastic 
leukemia. Clinical cancer research : an official journal of the American Association for Cancer 
Research 16, 5618-5623, doi:10.1158/1078-0432.CCR-10-0440 (2010). 
373 Kelliher, M. A., Seldin, D. C. & Leder, P. Tal-1 induces T cell acute lymphoblastic leukemia 
accelerated by casein kinase IIalpha. The EMBO journal 15, 5160-5166 (1996). 
374 Condorelli, G. L. et al. T-cell-directed TAL-1 expression induces T-cell malignancies in transgenic 
mice. Cancer research 56, 5113-5119 (1996). 
375 O'Neil, J., Shank, J., Cusson, N., Murre, C. & Kelliher, M. TAL1/SCL induces leukemia by inhibiting 
the transcriptional activity of E47/HEB. Cancer cell 5, 587-596, doi:10.1016/j.ccr.2004.05.023 (2004). 
376 O'Neil, J., Billa, M., Oikemus, S. & Kelliher, M. The DNA binding activity of TAL-1 is not required to 
induce leukemia/lymphoma in mice. Oncogene 20, 3897-3905, doi:10.1038/sj.onc.1204519 (2001). 
377 Aplan, P. D. et al. An scl gene product lacking the transactivation domain induces bony abnormalities 
and cooperates with LMO1 to generate T-cell malignancies in transgenic mice. The EMBO journal 16, 
2408-2419, doi:10.1093/emboj/16.9.2408 (1997). 
378 McGuire, E. A., Rintoul, C. E., Sclar, G. M. & Korsmeyer, S. J. Thymic overexpression of Ttg-1 in 
transgenic mice results in T-cell acute lymphoblastic leukemia/lymphoma. Molecular and cellular 
biology 12, 4186-4196 (1992). 
379 Neale, G. A., Rehg, J. E. & Goorha, R. M. Ectopic expression of rhombotin-2 causes selective 
expansion of CD4-CD8- lymphocytes in the thymus and T-cell tumors in transgenic mice. Blood 86, 
3060-3071 (1995). 
380 Larson, R. C. et al. T cell tumours of disparate phenotype in mice transgenic for Rbtn-2. Oncogene 9, 
3675-3681 (1994). 
  
   




381 Beverly, L. J. & Capobianco, A. J. Perturbation of Ikaros isoform selection by MLV integration is a 
cooperative event in Notch(IC)-induced T cell leukemogenesis. Cancer cell 3, 551-564 (2003). 
382 Chiang, M. Y. et al. Leukemia-associated NOTCH1 alleles are weak tumor initiators but accelerate K-
ras-initiated leukemia. The Journal of clinical investigation 118, 3181-3194, doi:10.1172/JCI35090 
(2008). 
383 Onoyama, I. et al. Conditional inactivation of Fbxw7 impairs cell-cycle exit during T cell differentiation 
and results in lymphomatogenesis. The Journal of experimental medicine 204, 2875-2888, 
doi:10.1084/jem.20062299 (2007). 
384 De Keersmaecker, K. et al. The TLX1 oncogene drives aneuploidy in T cell transformation. Nature 
medicine 16, 1321-1327, doi:10.1038/nm.2246 (2010). 
385 Zhong, Y., Jiang, L., Hiai, H., Toyokuni, S. & Yamada, Y. Overexpression of a transcription factor 
LYL1 induces T- and B-cell lymphoma in mice. Oncogene 26, 6937-6947, 
doi:10.1038/sj.onc.1210494 (2007). 
386 Efanov, A. et al. Human HMGA2 protein overexpressed in mice induces precursor T-cell 
lymphoblastic leukemia. Blood cancer journal 4, e227, doi:10.1038/bcj.2014.46 (2014). 
387 Caudell, D., Zhang, Z., Chung, Y. J. & Aplan, P. D. Expression of a CALM-AF10 fusion gene leads to 
Hoxa cluster overexpression and acute leukemia in transgenic mice. Cancer research 67, 8022-8031, 
doi:10.1158/0008-5472.CAN-06-3749 (2007). 
388 Kindler, T. et al. K-RasG12D-induced T-cell lymphoblastic lymphoma/leukemias harbor Notch1 
mutations and are sensitive to gamma-secretase inhibitors. Blood 112, 3373-3382, 
doi:10.1182/blood-2008-03-147587 (2008). 
389 Carron, C. et al. TEL-JAK2 transgenic mice develop T-cell leukemia. Blood 95, 3891-3899 (2000). 
390 Sada, K., Takano, T., Yanagi, S. & Yamamura, H. Structure and function of Syk protein-tyrosine 
kinase. Journal of biochemistry 130, 177-186 (2001). 
391 Spangrude, G. J., Heimfeld, S. & Weissman, I. L. Purification and characterization of mouse 
hematopoietic stem cells. Science 241, 58-62 (1988). 
392 Okada, S. et al. In vivo and in vitro stem cell function of c-kit- and Sca-1-positive murine 
hematopoietic cells. Blood 80, 3044-3050 (1992). 
393 Spangrude, G. J. & Brooks, D. M. Mouse strain variability in the expression of the hematopoietic 
stem cell antigen Ly-6A/E by bone marrow cells. Blood 82, 3327-3332 (1993). 
394 Hilst, J. Recent insights into the pathogenesis of type AA amyloidosis. The Scientific World Journal 
11, 641-650 (2011). 
395 Rescher, U. & Gerke, V. Annexins--unique membrane binding proteins with diverse functions. 
Journal of cell science 117, 2631-2639, doi:10.1242/jcs.01245 (2004). 
396 Petrenko, O. et al. The molecular characterization of the fetal stem cell marker AA4. Immunity 10, 
691-700 (1999). 
397 Norsworthy, P. J. et al. Murine CD93 (C1qRp) contributes to the removal of apoptotic cells in vivo but 
is not required for C1q-mediated enhancement of phagocytosis. Journal of immunology 172, 3406-
3414 (2004). 
398 Yamane, T., Hosen, N., Yamazaki, H. & Weissman, I. L. Expression of AA4.1 marks 
lymphohematopoietic progenitors in early mouse development. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 106, 8953-8958, 
doi:10.1073/pnas.0904090106 (2009). 
  
   




399 Chevrier, S. et al. CD93 is required for maintenance of antibody secretion and persistence of plasma 
cells in the bone marrow niche. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America 106, 3895-3900, doi:10.1073/pnas.0809736106 (2009). 
400 Green, M. R. et al. Signatures of murine B-cell development implicate Yy1 as a regulator of the 
germinal center-specific program. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America 108, 2873-2878, doi:10.1073/pnas.1019537108 (2011). 
401 Boylan, K. L. et al. A transgenic mouse model of plasma cell malignancy shows phenotypic, 
cytogenetic, and gene expression heterogeneity similar to human multiple myeloma. Cancer 
research 67, 4069-4078, doi:10.1158/0008-5472.CAN-06-3699 (2007). 
402 Pasqualucci, L. et al. AID is required for germinal center-derived lymphomagenesis. Nature genetics 
40, 108-112, doi:10.1038/ng.2007.35 (2008). 
403 Friedrich, G. & Soriano, P. Promoter traps in embryonic stem cells: a genetic screen to identify and 
mutate developmental genes in mice. Genes & development 5, 1513-1523 (1991). 
404 Soriano, P. Generalized lacZ expression with the ROSA26 Cre reporter strain. Nature genetics 21, 
70-71, doi:10.1038/5007 (1999). 
405 Thai, T. H. et al. Regulation of the germinal center response by microRNA-155. Science 316, 604-
608, doi:10.1126/science.1141229 (2007). 
406 Muramatsu, M. et al. Specific expression of activation-induced cytidine deaminase (AID), a novel 
member of the RNA-editing deaminase family in germinal center B cells. The Journal of biological 
chemistry 274, 18470-18476 (1999). 
407 Pasqualucci, L. et al. Expression of the AID protein in normal and neoplastic B cells. Blood 104, 
3318-3325, doi:10.1182/blood-2004-04-1558 (2004). 
408 Codias, E. K., Cray, C., Baler, R. D., Levy, R. B. & Malek, T. R. Expression of Ly-6A/E alloantigens in 
thymocyte and T-lymphocyte subsets: variability related to the Ly-6a and Ly-6b haplotypes. 
Immunogenetics 29, 98-107 (1989). 
409 Rock, K. L., Reiser, H., Bamezai, A., McGrew, J. & Benacerraf, B. The LY-6 locus: a multigene family 
encoding phosphatidylinositol-anchored membrane proteins concerned with T-cell activation. 
Immunological reviews 111, 195-224 (1989). 
410 Serrano, M. The INK4a/ARF locus in murine tumorigenesis. Carcinogenesis 21, 865-869 (2000). 
411 Negrini, S., Gorgoulis, V. G. & Halazonetis, T. D. Genomic instability--an evolving hallmark of cancer. 
Nature reviews. Molecular cell biology 11, 220-228, doi:10.1038/nrm2858 (2010). 
412 Boyden, L. M. et al. Skint1, the prototype of a newly identified immunoglobulin superfamily gene 
cluster, positively selects epidermal gammadelta T cells. Nature genetics 40, 656-662, 
doi:10.1038/ng.108 (2008). 
413 Sontani, Y. et al. Cooperation between somatic Ikaros and Notch1 mutations at the inception of T-
ALL. Leukemia research 35, 1512-1519, doi:10.1016/j.leukres.2011.07.024 (2011). 
414 Marinkovic, D. et al. Identification of novel Myc target genes with a potential role in lymphomagenesis. 
Nucleic acids research 32, 5368-5378, doi:10.1093/nar/gkh877 (2004). 
415 Dohda, T. et al. Notch signaling induces SKP2 expression and promotes reduction of p27Kip1 in T-
cell acute lymphoblastic leukemia cell lines. Experimental cell research 313, 3141-3152, 
doi:10.1016/j.yexcr.2007.04.027 (2007). 
416 Zhou, W. et al. Over-expression of BCAT1, a c-Myc target gene, induces cell proliferation, migration 
and invasion in nasopharyngeal carcinoma. Molecular cancer 12, 53, doi:10.1186/1476-4598-12-53 
(2013). 
  
   




417 Sawai, C. M. et al. Therapeutic targeting of the cyclin D3:CDK4/6 complex in T cell leukemia. Cancer 
cell 22, 452-465, doi:10.1016/j.ccr.2012.09.016 (2012). 
418 Rao, S. S. et al. Inhibition of NOTCH signaling by gamma secretase inhibitor engages the RB 
pathway and elicits cell cycle exit in T-cell acute lymphoblastic leukemia cells. Cancer research 69, 
3060-3068, doi:10.1158/0008-5472.CAN-08-4295 (2009). 
419 Di Cello, F. et al. Inactivation of the Cdkn2a locus cooperates with HMGA1 to drive T-cell 
leukemogenesis. Leukemia & lymphoma 54, 1762-1768, doi:10.3109/10428194.2013.764422 (2013). 
420 Dik, W. A. et al. CALM-AF10+ T-ALL expression profiles are characterized by overexpression of 
HOXA and BMI1 oncogenes. Leukemia 19, 1948-1957, doi:10.1038/sj.leu.2403891 (2005). 
421 Magyarosy, E., Sebestyen, A. & Timar, J. Expression of metastasis associated proteins, CD44v6 and 
NM23-H1, in pediatric acute lymphoblastic leukemia. Anticancer research 21, 819-823 (2001). 
422 Tee, W. W. et al. Prmt5 is essential for early mouse development and acts in the cytoplasm to 
maintain ES cell pluripotency. Genes & development 24, 2772-2777, doi:10.1101/gad.606110 (2010). 
423 Ang, Y. S. et al. Wdr5 mediates self-renewal and reprogramming via the embryonic stem cell core 
transcriptional network. Cell 145, 183-197, doi:10.1016/j.cell.2011.03.003 (2011). 
424 Tam, W. L. et al. T-cell factor 3 regulates embryonic stem cell pluripotency and self-renewal by the 
transcriptional control of multiple lineage pathways. Stem cells 26, 2019-2031, 
doi:10.1634/stemcells.2007-1115 (2008). 
425 Thompson, B. J. et al. The SCFFBW7 ubiquitin ligase complex as a tumor suppressor in T cell 
leukemia. The Journal of experimental medicine 204, 1825-1835, doi:10.1084/jem.20070872 (2007). 
426 Shimura, H., Mori, N., Wang, Y. H., Okada, M. & Motoji, T. Aberrant methylation and decreased 
expression of the RIZ1 gene are frequent in adult acute lymphoblastic leukemia of T-cell phenotype. 
Leukemia & lymphoma 53, 1599-1609, doi:10.3109/10428194.2012.663086 (2012). 
427 Porcu, M. et al. Mutation of the receptor tyrosine phosphatase PTPRC (CD45) in T-cell acute 
lymphoblastic leukemia. Blood 119, 4476-4479, doi:10.1182/blood-2011-09-379958 (2012). 
428 Wong, D. J. et al. Module map of stem cell genes guides creation of epithelial cancer stem cells. Cell 
stem cell 2, 333-344, doi:10.1016/j.stem.2008.02.009 (2008). 
429 Muller, F. J. et al. Regulatory networks define phenotypic classes of human stem cell lines. Nature 
455, 401-405, doi:10.1038/nature07213 (2008). 
430 Zeller, K. I., Jegga, A. G., Aronow, B. J., O'Donnell, K. A. & Dang, C. V. An integrated database of 
genes responsive to the Myc oncogenic transcription factor: identification of direct genomic targets. 
Genome biology 4, R69, doi:10.1186/gb-2003-4-10-r69 (2003). 
431 Barbie, D. A. et al. Systematic RNA interference reveals that oncogenic KRAS-driven cancers require 
TBK1. Nature 462, 108-112, doi:10.1038/nature08460 (2009). 
432 King, B. et al. The ubiquitin ligase FBXW7 modulates leukemia-initiating cell activity by regulating 
MYC stability. Cell 153, 1552-1566, doi:10.1016/j.cell.2013.05.041 (2013). 
433 Kim, J. & Orkin, S. H. Embryonic stem cell-specific signatures in cancer: insights into genomic 
regulatory networks and implications for medicine. Genome medicine 3, 75, doi:10.1186/gm291 
(2011). 
434 Reya, T., Morrison, S. J., Clarke, M. F. & Weissman, I. L. Stem cells, cancer, and cancer stem cells. 
Nature 414, 105-111, doi:10.1038/35102167 (2001). 
  
   




435 Segre, J. A., Nemhauser, J. L., Taylor, B. A., Nadeau, J. H. & Lander, E. S. Positional cloning of the 
nude locus: genetic, physical, and transcription maps of the region and mutations in the mouse and 
rat. Genomics 28, 549-559, doi:10.1006/geno.1995.1187 (1995). 
436 Jemal, A. et al. Cancer statistics, 2009. CA: a cancer journal for clinicians 59, 225-249, 
doi:10.3322/caac.20006 (2009). 
437 Kim, H. K., Lim, J. H., Koh, K. N., Chi, H. S. & Seo, E. J. Simultaneous rearrangements of TAL1 and 
LMO2 in T-cell acute lymphoblastic leukemia. International journal of laboratory hematology 36, e69-
70, doi:10.1111/ijlh.12179 (2014). 
438 van Grotel, M. et al. Prognostic significance of molecular-cytogenetic abnormalities in pediatric T-ALL 
is not explained by immunophenotypic differences. Leukemia 22, 124-131, 
doi:10.1038/sj.leu.2404957 (2008). 
439 Yeoh, E. J. et al. Classification, subtype discovery, and prediction of outcome in pediatric acute 
lymphoblastic leukemia by gene expression profiling. Cancer cell 1, 133-143 (2002). 
440 Dave, U. P. et al. Murine leukemias with retroviral insertions at Lmo2 are predictive of the leukemias 
induced in SCID-X1 patients following retroviral gene therapy. PLoS genetics 5, e1000491, 
doi:10.1371/journal.pgen.1000491 (2009). 
441 Mendes, R. D. et al. PTEN microdeletions in T-cell acute lymphoblastic leukemia are caused by 
illegitimate RAG-mediated recombination events. Blood 124, 567-578, doi:10.1182/blood-2014-03-
562751 (2014). 
442 Van Vlierberghe, P. et al. Monoallelic or biallelic LMO2 expression in relation to the LMO2 
rearrangement status in pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia. Leukemia 22, 1434-1437, 
doi:10.1038/sj.leu.2405063 (2008). 
443 Hacein-Bey-Abina, S. et al. Insertional oncogenesis in 4 patients after retrovirus-mediated gene 
therapy of SCID-X1. The Journal of clinical investigation 118, 3132-3142, doi:10.1172/JCI35700 
(2008). 
444 Feinberg, A. P., Ohlsson, R. & Henikoff, S. The epigenetic progenitor origin of human cancer. Nature 
reviews. Genetics 7, 21-33, doi:10.1038/nrg1748 (2006). 
445 Jan, M. et al. Clonal evolution of preleukemic hematopoietic stem cells precedes human acute 
myeloid leukemia. Science translational medicine 4, 149ra118, doi:10.1126/scitranslmed.3004315 
(2012). 
446 Chaffer, C. L. et al. Poised chromatin at the ZEB1 promoter enables breast cancer cell plasticity and 
enhances tumorigenicity. Cell 154, 61-74, doi:10.1016/j.cell.2013.06.005 (2013). 
447 Pathiraja, T. N. et al. Epigenetic reprogramming of HOXC10 in endocrine-resistant breast cancer. 
Science translational medicine 6, 229ra241, doi:10.1126/scitranslmed.3008326 (2014). 
448 Miles, C., Sanchez, M. J., Sinclair, A. & Dzierzak, E. Expression of the Ly-6E.1 (Sca-1) transgene in 
adult hematopoietic stem cells and the developing mouse embryo. Development 124, 537-547 
(1997). 
449 Ma, X., Ling, K. W. & Dzierzak, E. Cloning of the Ly-6A (Sca-1) gene locus and identification of a 3' 
distal fragment responsible for high-level gamma-interferon-induced expression in vitro. British 
journal of haematology 114, 724-730 (2001). 
450 Ma, X. et al. Expression of the Ly-6A (Sca-1) lacZ transgene in mouse haematopoietic stem cells and 
embryos. British journal of haematology 116, 401-408 (2002). 
451 Ma, X., Robin, C., Ottersbach, K. & Dzierzak, E. The Ly-6A (Sca-1) GFP transgene is expressed in 
all adult mouse hematopoietic stem cells. Stem cells 20, 514-521, doi:10.1634/stemcells.20-6-514 
(2002). 
  
   




452 Inoue, H., Nojima, H. & Okayama, H. High efficiency transformation of Escherichia coli with plasmids. 
Gene 96, 23-28 (1990). 
453 Buluwela, L., Forster, A., Boehm, T. & Rabbitts, T. H. A rapid procedure for colony screening using 
nylon filters. Nucleic acids research 17, 452 (1989). 
454 Matz, M. V. et al. Fluorescent proteins from nonbioluminescent Anthozoa species. Nature 
biotechnology 17, 969-973, doi:10.1038/13657 (1999). 
455 Baird, G. S., Zacharias, D. A. & Tsien, R. Y. Biochemistry, mutagenesis, and oligomerization of 
DsRed, a red fluorescent protein from coral. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 97, 11984-11989, doi:10.1073/pnas.97.22.11984 (2000). 
456 Mountford, P. S. & Smith, A. G. Internal ribosome entry sites and dicistronic RNAs in mammalian 
transgenesis. Trends in genetics : TIG 11, 179-184, doi:10.1016/S0168-9525(00)89040-X (1995). 
457 Hogan, B. Manipulating the mouse embryo: A laboratory manual. Cold Spring Harbor Lab. Press 
(1995). 
458 Doyle, A., McGarry, M. P., Lee, N. A. & Lee, J. J. The construction of transgenic and gene 
knockout/knockin mouse models of human disease. Transgenic research 21, 327-349, 
doi:10.1007/s11248-011-9537-3 (2012). 
459 Mao, X., Fujiwara, Y. & Orkin, S. H. Improved reporter strain for monitoring Cre recombinase-
mediated DNA excisions in mice. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America 96, 5037-5042 (1999). 
460 Crouch, E. E. et al. Regulation of AID expression in the immune response. The Journal of 
experimental medicine 204, 1145-1156, doi:10.1084/jem.20061952 (2007). 
461 Hobeika, E. et al. Testing gene function early in the B cell lineage in mb1-cre mice. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 103, 13789-13794, 
doi:10.1073/pnas.0605944103 (2006). 
462 Gentleman, R. C. et al. Bioconductor: open software development for computational biology and 
bioinformatics. Genome biology 5, R80, doi:10.1186/gb-2004-5-10-r80 (2004). 
463 Irizarry, R. A. et al. Exploration, normalization, and summaries of high density oligonucleotide array 
probe level data. Biostatistics 4, 249-264, doi:10.1093/biostatistics/4.2.249 (2003). 
464 Smyth, G. K. Linear models and empirical bayes methods for assessing differential expression in 
microarray experiments. Statistical applications in genetics and molecular biology 3, Article3, 
doi:10.2202/1544-6115.1027 (2004). 
465 Storey, J. D. & Tibshirani, R. Statistical methods for identifying differentially expressed genes in DNA 
microarrays. Methods in molecular biology 224, 149-157, doi:10.1385/1-59259-364-X:149 (2003). 
466 Tibshirani, R., Hastie, T., Narasimhan, B. & Chu, G. Diagnosis of multiple cancer types by shrunken 
centroids of gene expression. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States 
of America 99, 6567-6572, doi:10.1073/pnas.082099299 (2002). 
467 Monti, S. et al. Molecular profiling of diffuse large B-cell lymphoma identifies robust subtypes 
including one characterized by host inflammatory response. Blood 105, 1851-1861, 
doi:10.1182/blood-2004-07-2947 (2005). 
468 Tusher, V. G., Tibshirani, R. & Chu, G. Significance analysis of microarrays applied to the ionizing 
radiation response. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America 98, 5116-5121, doi:10.1073/pnas.091062498 (2001). 
469 Benjamini, Y. Controlling the false discovery rate: a practical and powerful approach to multiple 
testing. Journal of the Royal Statistical Society: Series B 57, 289-300 (1995). 
  
   




470 Khatri, P. & Draghici, S. Ontological analysis of gene expression data: current tools, limitations, and 
open problems. Bioinformatics 21, 3587-3595, doi:10.1093/bioinformatics/bti565 (2005). 
471 Subramanian, A. et al. Gene set enrichment analysis: a knowledge-based approach for interpreting 
genome-wide expression profiles. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America 102, 15545-15550, doi:10.1073/pnas.0506580102 (2005). 
472 Dennis, G., Jr. et al. DAVID: Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery. 
Genome biology 4, P3 (2003). 
473 Vrana, J. A. et al. Classification of amyloidosis by laser microdissection and mass spectrometry-
based proteomic analysis in clinical biopsy specimens. Blood 114, 4957-4959, doi:10.1182/blood-
2009-07-230722 (2009). 
474 Forozan, F., Karhu, R., Kononen, J., Kallioniemi, A. & Kallioniemi, O. P. Genome screening by 
comparative genomic hybridization. Trends in genetics : TIG 13, 405-409 (1997). 
475 Cobaleda, C., Jochum, W. & Busslinger, M. Conversion of mature B cells into T cells by 
dedifferentiation to uncommitted progenitors. Nature 449, 473-477, doi:10.1038/nature06159 (2007). 
476 Delogu, A. et al. Gene repression by Pax5 in B cells is essential for blood cell homeostasis and is 
reversed in plasma cells. Immunity 24, 269-281, doi:10.1016/j.immuni.2006.01.012 (2006). 
477 Schebesta, A. et al. Transcription factor Pax5 activates the chromatin of key genes involved in B cell 
signaling, adhesion, migration, and immune function. Immunity 27, 49-63, 
doi:10.1016/j.immuni.2007.05.019 (2007). 
478 Vilagos, B. et al. Essential role of EBF1 in the generation and function of distinct mature B cell types. 
The Journal of experimental medicine 209, 775-792, doi:10.1084/jem.20112422 (2012). 
479 Ghosn, E. E. et al. Distinct B-cell lineage commitment distinguishes adult bone marrow 
hematopoietic stem cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America 109, 5394-5398, doi:10.1073/pnas.1121632109 (2012). 
480 Kwon, K. et al. Instructive role of the transcription factor E2A in early B lymphopoiesis and germinal 
center B cell development. Immunity 28, 751-762, doi:10.1016/j.immuni.2008.04.014 (2008). 
481 Sabattini, E., Bacci, F., Sagramoso, C. & Pileri, S. A. WHO classification of tumours of 
haematopoietic and lymphoid tissues in 2008: an overview. Pathologica 102, 83-87 (2010). 
482 Casola, S. et al. Tracking germinal center B cells expressing germ-line immunoglobulin gamma1 
transcripts by conditional gene targeting. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 103, 7396-7401, doi:10.1073/pnas.0602353103 (2006). 
483 Matsusaka, S. et al. Protein-tyrosine kinase, Syk, is required for CXCL12-induced polarization of B 
cells. Biochemical and biophysical research communications 328, 1163-1169, 
doi:10.1016/j.bbrc.2005.01.076 (2005). 
484 Willig, K. I., Harke, B., Medda, R. & Hell, S. W. STED microscopy with continuous wave beams. 
Nature methods 4, 915-918, doi:10.1038/nmeth1108 (2007). 
 
 
 
 
 
